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Introduction

Dans le domaine de la santé, de I'environnement ou encore de I'agro-
alimentaire, les thiols occupent une place importante de par leurs différentes fonctions
liées au groupement sulfhydrile qui les composent. Ainsi, d'un point de vue
physiologique, les thiols permettent un maintien de ’homéostasie redox et participent
également a certaines fonctions biologiques. Dans le domaine agro-alimentaire, ces
thiols sont responsables du godt et de 'odeur de nombreuses denrées alimentaires

mais aussi de leur stabilité.

L’importance de ces composés, de plus en plus décrits dans la littérature, a
accru leur étude et notamment leur quantification. De nombreuses méthodes ont ainsi
été développées, afin de caractériser les thiols présents et leur concentration. Les
stratégies sont variées, allant de méthodes non séparatives, spectrophotométrie UV-
Vis et de fluorescence, a des méthodes séparatives et plus complexes comme de la
chromatographie liquide ou gazeuse couplées ou non a de la spectrométrie de masse
(MS). De maniere plus anecdotique, on retrouve également des méthodes par
électrophorese capillaire de zone (ECZ) ou des techniques de pré extraction par Micro
Extraction en Phase Solide (SPME). Ces méthodes ont montré un réel intérét,
particulierement dans le domaine de la santé pour mieux comprendre les mécanismes
régis par les thiols mais souffrent tout de méme de certaines lacunes. En effet, ces
molécules sont trés réactives de par leur groupement thiol et donc peu stable, mais
elles sont également présentes en faibles quantités pouvant aller jusqu’au ng/L dans
certaines matrices. De plus, la plupart des méthodes développées étant basées sur
une réaction de dérivation par couplage avec une molécule permettant la détection, la
sélectivité entre les différents thiols est un vrai challenge. Des solutions ont été
envisagées et notamment par le biais de l'utilisation de nanoparticules utilisées soit
pour I’extraction des thiols et associées aux précédentes méthodes ou soit comme
méthode analytique par modifications des propriétés physico-chimiques des
nanoparticules (modification de la bande plasmon ou quenching). Ces méthodes, de
plus en plus utilisées offrant de nouvelles propriétés liees a I'échelle nanométrique,
montrent des résultats encourageants d’'un point de vue sélectivité et sensibilité.
Cependant, les problémes liés a la stabilité de ces nanoparticules sous forme
colloidale limitent leur utilisation et obligent la mise en place de certains pré-
traitements. La quantification des différents thiols dans leurs environnements demeure

donc un challenge important du fait de I'intérét majeur de ces molécules.



Introduction

Dans ce travail, nous nous focalisons sur les nanoparticules d’or (AuNP),
lesquelles présentent une forte affinité pour le groupement thiol, largement décrite
dans la littérature. Le but de ce travail consiste a exploiter I'avidité existante entre thiol
et AuNP afin de développer un dispositif nanostructuré permettant de s’affranchir des
contraintes environnementales des nanoparticules et ainsi prolonger leur stabilité. Ce
dispositif ainsi crée devra étre capable de capturer les thiols de maniéere spécifique, a

la maniere d’une extraction, avant une analyse par méthode chromatographique.

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres. Le premier présente un état de
I'art décrivant le réle et l'intérét des principaux thiols dans différents domaines. Une
revue de la littérature est proposée, portant sur les différentes méthodes utilisant des
nanomatériaux afin de quantifier ces thiols et leur valeur ajoutée en comparaison des
méthodes traditionnelles existantes. Ces différents aspects font I'objet d’'une revue

générale publiée dans le journal Micro Chemical Journal (article 1).

Le second chapitre est consacré au développement du dispositif nanostructuré
par des AuNP et I'’évaluation de ses performances dans deux différentes matrices a
travers deux thiols modéles : le glutathion (GSH) et la N-acétylcystéine (NAC) et leurs
équivalents nitrosés. Le dispositif sélectionné est un filtre seringue composé d’'une
membrane en cellulose régénérée qui sera nanostructuré par adaptation d’une
méthode dites de dip-coating. Dans un premier temps, le dispositif a été développé,
optimisé et caractérisé a travers différentes techniques de spectroscopie. Dans un
second temps, afin d’évaluer les capacités du dispositif vis-a-vis des thiols et évaluer
ses performances, une méthode de Chromatography Liquide Hautes Performances
(HPLC) a été deéveloppée et validée selon la norme ICH Q2-R1. Les capacités
d’adsorption et de désorption de la membrane dans une matrice simple, solution
tamponnée et complexe, plasma de rat, ont été évaluées. Dans cette partie, le
dispositif a montré sa capacité a quantifier le GSH endogéne dans le plasma sans effet
matrice. Ces travaux ont été publiés en 2022 dans Journal Of Chromatography B
(article 2, Berthou M. et al., J. Chrom. B., 2022 (1198), 123244).

Le troisieme chapitre est consacré a I'application du dispositif nanostructuré
pour la capture de thiols volatils contenus dans des matrices agro-alimentaire. Cette
partie, en collaboration avec une start-up basée a Strasbourg, TWISTAROMA, a
permis I'extraction des différents thiols de boissons alcoolisées (vin, biere...). Pour

cela, la méthode séparative associée a I'extraction par le dispositif a évoluée vers une
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méthode adaptée au caractere volatil des thiols : chromatographie gazeuse couplée a
un spectromeétre de masse (GC-MS) présentant un détecteur spécifique du soufre. Les
résultats ont montré l'efficacité du dispositif pour I'extraction de thiols dans ces
matrices avec des différences d’affinités en fonction de la molécule et influant sur

I'efficacité de relargage.

Le quatrieme chapitre concerne I'utilisation de la membrane dans le contexte
des thiols, liés ou non au monoxyde d’azote, donnés par voie orale pour la
supplémentation dans le cas de certaines pathologies, notamment cardiovasculaires.
Ainsi, le dispositif a été utilisé avec un modéle de barriére intestinale pour étudier la
perméation de ces molécules atravers la membrane cellulaire. Ces travaux ont permis
de situer notre dispositif et démontrer son apport vis-a-vis des méthodes
classiquement utilisées pour la quantification de thiols dans des matrices biologiques.
Ces résultats font partie d’'une publication en finalisation qui sera prochainement

soumise dans le Journal of Pharmaceutical Analysis (article 3).

Ce mémoire se termine par une discussion et une conclusion générale
résumant les faits marquants des travaux réalisés. Les points clés de ce travail peuvent
étre résumés de la maniere suivante: développement d'une membrane
nanostructurée permettant la capture directe et sélective de thiols dans diverses
matrices de par un dispositif simple d’utilisation, rapide et facilement adaptable. Enfin,
nous développerons les principales perspectives a court et long termes ainsi que les

verrous qu’il faudra lever pour aller vers une industrialisation du dispositif.
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1. LES THIOLS

Le terme « thiol » se réféere aux composés porteurs d’un groupement fonctionnel
sulfhydryle -SH. On les retrouve également sous la dénomination de mercaptans [1]. Le
thiol est I'analogue soufré des alcools puisque le soufre remplace I'oxygéne. Ces
composés ont pour caractéristique principale d’étre fortement odorants a trés faibles
concentrations [2]. En effet, on associe aux thiols notamment I'odeur d’ceuf pourri, d’ail,
de moufettes [3] ou encore du gaz de ville afin que celui-ci (inodore sous forme naturelle)
soit détectable a I'odorat. Cependant, tous les thiols ne sont pas associés a une odeur
désagréable. Dans le domaine agroalimentaire, les thiols, souvent appelés « thiols
volatils » sont responsables de I'odeur caractéristique de certaines denrées alimentaires.
Ainsi, le café doit son odeur, notamment, au 2-Furfurylthiol et le pamplemousse au 3-

mercaptohexan-1-ol.
Les thiols (Figure 1) peuvent étre dissociés en 2 grandes familles :

- Ceux composés de I'assemblage d’acides aminés que I'on peut classifier en
fonction de leur poids moléculaire.
- Les thiols dit volatils parmi lesquels on peut distinguer deux groupes en fonction

de leur domaine industriel d’utilisation.

Ces deux catégories seront traitées de maniére séparée dans les prochains
paragraphes puisque leur role, leur intérét, les méthodes de quantifications et les enjeux
associés different.
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Cystéine : Glutathion réduit :
% o o} H o]
W@H HO)‘\(\/U\H N\)ko,i Glutathion oxydé :
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176,28 g/mol
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FIGURE 1: STRUCTURES MOLECULAIRES DES DIFFERENTS THIOLS DECRITS ET UTILISES DANS CE MANUSCRIT.

1.1.  THIOLS EN SANTE : ROLES BIOLOGIQUES

Les thiols peuvent étre présents comme groupements fonctionnels pour des
macromolécules telles que les protéines, on parle alors de « thiols a haut poids
moléculaire ». La protéine la plus connue portant un groupement thiol est I'albumine.
Mais, les thiols peuvent aussi exister sous forme de petits peptides, non liés a des
macromolécules. On citera alors, entre autres, le GSH, la cystéine (Cys), 'homocystéine
(HCys)...

D’'un point de vue biologique, les thiols sont omniprésents [4] et ont des réles
essentiels notamment au niveau cellulaire comme celui de lutter contre le stress oxydant
[5] ou de détoxifiant [6]. Parmi les acides aminés "naturels”, seules la méthionine et la
Cys contiennent du soufre. La Cys est la seule a posséder un groupement thiol. Ainsi,
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toutes les fonctions sulfhydryles trouvées sur les protéines, les peptides et enzymes sont
portés par des Cyss. Cela leur confére notamment des propriétés structurales et une
grande réactivité.

1.1.1.1.  HAUT POIDS MOLECULAIRE (HMW)

Les protéines thiolées (PSH) sont celles possédant une fonction thiol (oxydée ou
réduite), apportée par une Cys. Parmi les plus courantes chez les mammiféres on citera
'albumine. Ces PSH peuvent étre oxydées par deux mécanismes : la S-thiolation et la S-
nitrosylation (Figure 2) [7]. Ces changements s’opérent suite a un stress oxydatif et sont
réversibles. La S-thiolation engendre la réduction de la protéine avec un GSH pour lutter
contre une espéce radicalaire [8]. La S-nitrosylation correspond quant a elle a la réaction
entre une PSH et un S-Nitrosothiol, c’est-a-dire un thiol liant un monoxyde d’azote (NO)

par son soufre. Cette réaction engendre une S-nitrosoprotéine (P-SNO) et un thiol réduit.

1) S-thiolation:

@-SH + RSH —> @-S-SR

2) S-nitrosylation:

@—SH + RSNO — @—SNO + RSH

FIGURE 2: MECANISMES REACTIONNELS DE S-THIOLATION (1) ET S-NITROSYLATION (2) APPLIQUES AUX PROTEINES.

Parmi les protéines qui subissent ces modifications au niveau du groupement thiol,
on retrouve entre autres : I'actine [9], la créatine kinase [10] ou encore 'hémoglobine [11].
Ces modifications sont réversibles et sont une réponse adaptative au stress oxydant [12].
Des études suggérent que ces transformations peuvent avoir une importance autant

comme mécanisme de protection que de signalisation [13].
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1.1.1.2. BAS POIDS MOLECULAIRE (LMW)

Parmi les thiols de bas poids moléculaire, le plus largement étudié et décrit est le
GSH. Ce thiol est un tripeptide (composé d’'une Cys, d’une glycine et d’'un glutamate) que
I'on peut retrouver sous forme réduite GSH (environ 85 % [14]) mais également oxydée
(GSSG). Le GSH est présent chez presque tous les eucaryotes [4] et parfois chez certains
procaryotes de type bactéries aérobiques (E. coli, Ochrobac-trum anthropi, Burkholderia

xenovorans...) [15].

La synthese du GSH s’opére en deux étapes, toutes deux ATP-dépendantes
(Figure 3). La premiere étape a lieu dans le cytosol chez les étres vivants et permet la
condensation d’un glutamate et d’'une Cys grace a la ¥-glutamyl-cystéine ligase (GCL).
La seconde étape consiste a condenser une glycine a la molécule précédemment
obtenue par le biais de la glutathion synthétase (GS). Aprés synthése, le GSH peut
traverser les membranes vers d’autres compartiments cellulaires. Une partie du GSH
cellulaire provient de la réduction de sa forme oxydée par la glutathion réductase (GR)
cependant parfois, cette réserve de GSSG ne suffit pas, lors d’un stress oxydatif trop
important, par exemple. Dans ce cas, il faut donc que l'organisme en synthétise de

nouveau comme décrit auparavant [16].
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FIGURE 3: VOIES DE SYNTHESE DES DIFFERENTS THIOLS DE BAS POIDS MOLECULAIRE DANS L’'ORGANISME.

Le principal role du GSH est lié a la capacité de son groupement thiol de céder un
électron, ce qui lui confére un excellent pouvoir réducteur. Ainsi, le GSH est impliqué dans
de nombreuses réactions d’oxydoréduction illustrées en Figure 4 [17]. Il participe
notamment a 'lhoméostasie redox en réagissant avec les espéces réactives de I'oxygéne
(ERO) produites lors de la respiration cellulaire. Il agit par exemple comme substrat pour
la glutathion peroxydase afin de réduire le peroxyde d’hydrogéne ou les hydro peroxydes
lipidiques [18]. GSH entre également en jeu dans le métabolisme de certains
xénobiotiques ou molécules physiologiques pour détoxifier 'organisme par conjugaison
directe ou a travers l'action de la glutathion S-transferase (GST) notamment pour les
excreter [19,20]. Cette détoxification a lieu essentiellement au niveau des reins et du foie.
Enfin, le réle antioxydant du GSH s’exerce aussi par réaction avec les radicaux libres de
l'organisme, aboutissant a la formation de GSSG [21]. Un autre r6le du GSH est le
maintien du statut thiol des protéines. En effet, le GSH sert de source en Cys pendant la

synthése des protéines, aboutissant ainsi a la formation d’une protéine thiolée et de
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GSSG. De plus, il posséde une action antioxydante ou réduit les ponts disulfures des
protéines [22]. Cette réaction est réversible mais la concentration physiologique de GSSG
cellulaire étant trés basse (quelques micromolaires [23]), la formation de protéines avec
des ponts disulfures est limitée. Enfin, le GSH joue un rdle de régulateur cellulaire en
modulant la différenciation et la prolifération cellulaire, 'apoptose ou encore la

neurotransmission [24-26].

Différenciation
Prolifération cellulaire

/" Apoptose
Neurotransmission
/
,//
_~ Source de cystéine
,// 7 ) -
[ Homéostasieredox: ERO et T,
&
GSH AN radicaux libres i GSSG
;\\\.
N\ .,/ Réduction ponts disulfures
N (S-S)
« Détoxification xénobiotiques wo 1 H\)‘i oH
et molécules physiologiques MS; H/T)(
c‘y H :/é o o
\ Ho)\/NY\NJ\/ Lon /
(o] NH
SH \/ﬁ\
H
N.
\“WH& or redox

FIGURE 4: SCHEMA RECAPITULATIF DES DIFFERENTES FONCTIONS DU GSH PHYSIOLOGIQUE.

Le GSH est présent dans les cellules, dans le sang total a des concentrations de
'ordre du millimolaire et dans le plasma a hauteur de quelques micromolaires [27]. Ce
stock de GSH peut étre influencé par de nombreux facteurs comme vu précédemment.
La présence de métaux lourds [28], I'exposition a des ERO [29], des xénobiotiques, des
especes radicalaires ou des molécules susceptibles de générer des radicaux [30], va
diminuer la quantité de GSH au profit de GSSG [31]. De plus, la consommation de GSH
par la GST influe également sur la quantité de GSH disponible dans la cellule. Ainsi, pour
restaurer le GSH, il existe deux voies principales, la réduction du GSSG sous I'effet de la

GR, et avec consommation de NADPH, ou la synthése de « nouveau » GSH selon la voie
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de synthése décrite auparavant. Cette capacité de synthése est largement dépendante
du niveau de Cys et de I'activité de la GCL [32]. Enfin, d’autres facteurs physiologiques
peuvent atteindre a la quantité de GSH [33], principalement par le biais d’'une diminution
de l'activité de la GCL. Avec 'age, la concentration en GSH diminue significativement du
fait de la diminution de I'expression de la GCL et de la GS [34]. Certaines pathologies
sont également associées a cette diminution d’expression geénique : Alzheimer, les
troubles bipolaires, la maladie de Huntington, la sclérose en plaques, I'autisme, Parkinson

ou encore la schizophrénie par exemple [27,35-37]).

Par ses différents rdles, la connaissance du taux de GSH et de GSSG chez un
individu est un indicateur plus qu’intéressant quant a son état de santé ou comme
biomarqueur pour certaines maladies [38]. En effet, le ratio GSH/GSSG permet de rendre
compte de certaines maladies [39] ou d’un état de stress oxydatif au niveau cellulaire [23].
Dans les deux cas, on observe généralement une diminution de ce ratio du fait de la
diminution de la quantité en GSH. En condition normale, le ratio molaire GSH/GSSG est
de 100/1 tandis qu’il a été démontré a I'aide de modéles de stress oxydatif que ce ratio

chuté a 10/1 voire a 1/1 dans certains cas séveéres [40].

L’acide aminé a l'origine des fonctions thiols de toutes les molécules endogénes
est la Cys. Celle-ci est apportée a I'organisme principalement par I'alimentation (produits
laitiers, fruits de mer, ceuf, viande, soja...) mais également par rupture de liaison de
certaines protéines et enfin elle est formée a partir de la méthionine via réaction de
transsulfuration (correspondant a une conversion de ’'HCys en Cys par réduction de la
cystathionine) (figure 3) [41]. D’un point de vue physiologique, en plus d’étre la premiére
source de thiol de 'organisme, la Cys intervient dans la synthése de GSH, de la coenzyme
A et entre dans la biosynthése des lipides et des ions sulfures [42]. La Cys joue donc un
réle important dans la constitution des muscles squelettiques [43], de la kératine [44].

L’HCys est formée par transméthylation de la méthionine durant son processus de
conversion (figure 3) [45]. Ce peptide sert de précurseur pour la Cys en présence de
vitamine B6 [46]. 50% de I'Hcys de I'organisme est dédié a cette production. Son autre

réle consiste a servir de substrat pour la production de méthionine par reméthylation. Les
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pathologies associées a une hyperhomocyteinémie sont des dysfonctionnements rénaux,

des maladies cardiovasculaires [47] ou encore des problémes neurologiques [48].

Enfin, la NAC est produite par l'organisme au niveau du foie par I'enzyme
cytochrome P450 (figure 3). Elle est également apportée de maniére exogene par le biais
de complément alimentaire aux propriétés antioxydantes, car elle n’est présente au sein
d’aucun aliment. La NAC est ainsi reconnue et approuvée comme médicament par la
FDA et I'Organisation mondiale de la Santé comme substance mucolytique. Elle agit
comme précurseur de la Cys qui elle-méme permet de produire du GSH. Elle a par ailleurs
un réle détoxifiant en réagissant avec des especes oxydantes [49]. Elle est prescrite
notamment en complément pour des maladies telles que I'asthme [50], Alzheimer [51],
les bronchites chroniques [52] ... La NAC est également utilisée pour traiter les
intoxications au paracétamol. Ses effets sont directement liés a un déréglement au niveau

du métabolisme de la Cys et du GSH cités précédemment.

1.2. PROBLEMATIQUE DES THIOLS DONNEURS DE NO

Les molécules thiolées ont également la capacité de se lier au NO par réaction de
nitrosation afin de former des S-nitrosothiols (RSNO). Cette forme joue le role de

transporteur du NO.

Le NO est un gazo-transmetteur radicalaire trés réactif (temps de demi-vie
d’environ quelques secondes) [53]. Il est produit en continu au niveau des cellules
endothéliales par une enzyme, la nitric oxide synthase (NOS) a partir de la L-arginine.
Cette enzyme est active de facon constitutive mais peut étre stimulée par différents
agonistes comme la thrombine [54], 'adénosine 5-diphosphate (ADP) [55] ou les quinines
[56]. Néanmoins, le principal stimulus de la production basale de NO semble étre la

contrainte de cisaillement exercée par le flux sanguin [57-59].

NO est essentiel au maintien de 'homéostasie redox vasculaire, par exemple, il
intervient dans le maintien du tonus basal en relaxant les cellules musculaires lisses

vasculaires [60]. Il possede des propriétés anti-athérogéniques : il inhibe I'adhésion,
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I'activation, la sécrétion du contenu des granules et 'agrégation des plaquettes et facilite
leur désagrégation [61]. NO prévient aussi le chimiotactisme des monocytes [62], inhibe
I'adhésion des leucocytes a I'endothélium [63] ainsi que la migration [64] et |a prolifération
[65] des cellules musculaires lisses. A concentration physiologique (de l'ordre du
nanomolaire), NO présente également des propriétés anti-inflammatoires, notamment en
diminuant la perméabilité vasculaire [66], en inhibant la dégranulation des neutrophiles
[67] et des mastocytes [68], ou encore en inhibant la production de cytokines

immunomodulatrices (interleukines IL-12 et IL-1) par les macrophages [69].

Le transport au sein de I'organisme de ce radical se fait donc par le biais de
molécules soufrées (GSH, protéines contenant une Cys...). Les RSNO sont classées
dans la catégorie des donneurs de NO, au méme titre que les dérivés nitrés et les
complexes inorganiques métal-NO. Parmi les plus connus, on peut citer la S-
nitrosoalbumine (AIbNO) ou le S-nitrosoglutathion (GSNO). Ces molécules permettent de
prolonger la demi-vie du NO au sein de I'organisme (5,5 h pour AIbNO et entre 45 min et
1 h pour GSNO) et constituent un réservoir de NO [70]. Pour tout cela, les RSNO
représentent un choix judicieux pour le développement de thérapie visant a supplémenter
un déficit en NO. Cependant, de nombreux travaux menés au sein du laboratoire ont
montré que les caractéristiques physico-chimiques de la partie thiolée (RSH) du RSNO
(stabilité, lipophilie, métabolisme enzymatique) influent sur le devenir du RSNO et donc
du NO [71]. Il existe ainsi un lien direct entre la structure du RSH et le devenir du RSNO
[72]. La pharmacocinétique de ces RSNO est complexe du fait des diverses réactions et
échanges pouvant avoir lieu (dénitrosation, transnitrosation...) comme le démontre
schématiquement la Figure 5. Ces mécanismes sont encore méconnus et avec eux le
devenir des RSNO dans l'organisme. Une meilleure connaissance de ces mécanismes
permettrait de développer le ou les candidats médicament adaptés a une supplémentation

efficace en NO.
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FIGURE 5: SCHEMA SIMPLIFIE DU DEVENIR DE RS ET DE NO ISSU D’UN DONNEUR DE NO ADMINISTRE (RSNO) FACE A
UNE BARRIERE PHYSIOLOGIQUE AVEC RX DES THIOLS (FAIBLE OU HAUT POID MOLECULAIRE) POTENTIELLEMENT
IMPLIQUES.

Pour mieux appréhender la pharmacocinétique des RSNO il faudrait étre en
mesure de quantifier chaque espéce dans chaque compartiment. Cela passe par la
mesure de la quantité en NO et ses dérivés, en RSNO et aux RSH associés. Or, il n’existe
pas encore de méthode unique, simple et applicable a tout type de matrice, notamment

pour les RSH, qui permettrait d’avoir une vision globale des espéces présentes.

1.8.  THIOLS VOLATILS

Parmi les thiols volatils, il en est un qui présente un rdle tant au niveau biologique
qu’environnemental et industriel. En effet, bien qu’il soit considéré comme toxique et
malodorant d’'un point de vue environnemental, le sulfure d’hydrogene (H2S) est un
gazotransmetteur agissant au niveau physiologique comme anti-inflammatoire,
antioxydant et agent neuroprotecteur [73,74]. C’est pourquoi il a été montré qu’un défaut
au niveau du métabolisme de H2S était impliqué dans diverses pathologies

cardiovasculaires, neurologiques ou inflammatoire [75,76]. La principale voie de synthese
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de ce gaz utilise la Cys [77,78]. Au niveau environnemental, H2S est retrouvé dans de
nombreux procédés industriels, en agriculture ou encore pour le traitement des eaux
usées. Les principales conséquences de I'exposition a ce gaz sont une odeur déplaisante,

une atteinte oculaire [79] et pulmonaire [80] pouvant aller jusqu’au déces [81].

Lorsque I'on emploie le terme « thiol volatil » cela référe le plus souvent aux thiols
aux roles organoleptiques. lls sont responsables du golt et de 'odeur de multiples
denrées alimentaires. Ces molécules ont un effet a tres faible concentration (de I'ordre du
ng/L). A concentration optimale, elles sont notamment responsables des arémes fruits de
la passion, pamplemousse, groseille, cassis, café grillé ou encore du buis. Cependant, a
plus forte concentration, elles peuvent impacter de maniére négative la denrée
alimentaire. Dans le cas des boissons telles que la biere, le vin ou le champagne, une
attention particuliére est donnée a ces thiols puisque gu’ils influencent, non seulement les
arbmes mais aussi le maintien de la stabilité de la boisson de par la réactivité du
groupement thiol. C’est pourquoi des études sont menées afin de contrdler ou prédire la
concentration en thiol et les différentes espéces présentes dans le but de pouvoir influer
sur le godt. Parmi les thiols les plus connus, on retrouve le 3-mercaptohexanol (3MH), le
2-furfurylthiol (2FFT), le 3-mercaptohexyl acétate (3MHA) et le 4-mercapto-4-methyl-2-
pentanone (4MMP) responsable de I'arbme pamplemousse, café grillé, fruit de la passion

et buis respectivement [82,83].

Outre leur réle organoleptique, les thiols volatils ont une autre fonction : la stabilité,
liée a leur activité antioxydante. Il a été démontré que de faibles concentrations de thiols
peuvent réagir avec les ERO pour éviter I'oxydation et donc la détérioration de la boisson
[84—-86]. D'autre part, des concentrations plus élevées de thiols conduisent a la génération
d'especes aldéhydiques avec un impact négatif sur la saveur de la boisson [87].
L'équilibre doit étre maintenu pour garantir la qualité du produit, car la concentration

variétale en thiols est un aspect critique qui dépend de plusieurs facteurs :

- Types de raisins : le niveau de précurseur de thiol spécifique dépend du type de
raisin. En effet, une quantité plus élevée de précurseurs conduit a une quantité de
thiols variétaux beaucoup plus importante ou a une meilleure conservation des

arbmes lors du vieillissement du vin [88]. Le type de raisin apparait comme un
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premier facteur influencant la quantité de précurseurs. Les raisins ne présentent
pas d'arbmes intenses mais agissent comme des sources d'arbmes potentiels ou
latents [89].

- Opérations pré fermentaires : le temps de vendange influence la concentration
variétale en thiols. Kobayashi [90] a montré que le niveau maximal de précurseurs
de thiol est atteint 16 semaines apres la floraison. lls ont également démontré que
la hauteur et la composition du sol jouent un réle dans la quantité de précurseurs.
En effet, Dufourcq et al. ont prouvé que les sols argilo-calcaires favorisent une
meilleure teneur en aromatiques que les sols sablo-argileux acides [91]. De plus,
il a été démontré qu'un déficit hydrique modéré et une température élevée
augmentent la quantité de Cys-3MH dans les fruits [92]. Enfin, le type de traitement
des raisins influence I'extraction des précurseurs. Les précurseurs cystéinylés et
glutathionylés sont principalement localisés dans la peau du raisin et la récolte
mécanique conduit a une concentration plus élevée de précurseurs en raison de
la limitation des dommages aux baies [93].

- Parametres de la fermentation alcoolique : Des Gachons et ses équipes [94] ont
démontré que seules quelques quantités de thiol variétal sont libérées pendant la
fermentation (1,4% pour la 4MMP, 3,0% pour et 4,2% pour la 3MH sont libérés de
leur précurseur). Cette quantité dépend de la souche de levure et de la
température. L'augmentation de la température de fermentation jusqu'a 20 °C au
lieu de 13 °C entraine une plus grande quantité de thiols variétaux [95]. De plus,
Anfang et ses collegues ont démontré que la cofermentation avec une autre
souche de levure (S. bayanus ou Pichia kluyveri par exemple) génére plus de thiols
[96].

L’'importance de ces thiols tant au niveau aromatique qu’antioxydant en font des

marqueurs organoleptiques important pour prédire I'impact sur les consommateurs.
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2. ARTICLE 1: NANOSCALE CONTRIBUTION TO THIOL SENSING

Il a été montré, par leurs nombreuses fonctions, I'importance des thiols tant au
niveau biologique qu’au niveau alimentaire. En effet, une concentration trop élevée ou au
contraire trop faible peut avoir des effets néfastes voire délétéeres pour I'organisme ou
pour la denrée alimentaire considérée. Pour étre au fait de ces variations de
concentration, il faut pouvoir quantifier chaque espéce thiolée avec précision et spécificité

vis-a-vis des autres espéces (notamment des autres thiols).

De ce fait, de multiples méthodes ont été développées afin d’identifier et de
quantifier les thiols dans les différentes matrices dans lesquelles ils sont retrouvés. Parmi
ces méthodes, il existe des méthodes spectroscopiques (spectrophotométrie, UV-vis ou
de fluorescence...) et séparatives comme la chromatographie, I'électrophorése... Ces
nombreuses méthodes présentent cependant certaines lacunes liées directement aux
propriétés des thiols eux-mémes. En effet, la grande réactivité des thiols, leur faible
concentration ainsi que la complexité de leur matrice d’origine obligent a adapter les
méthodes. Ainsi, des étapes de prétraitement sont mises en place pour extraire les thiols
de leur matrice mais cela rallonge la méthode et influe sur la concentration en thiol. De
plus, la spécificité vis-a-vis d’'un thiol parmi les autres n’est généralement pas atteinte.
Enfin, les limites de quantification (LOQ) atteinte sont parfois supérieures aux

concentrations de thiol dans les différentes matrices et particuliérement dans I'alimentaire.

L’article suivant, publié dans Micro Chemical Journal, propose une revue de la
littérature des méthodes analytiques, intégrant des nanomatériaux, pour l'identification et
la quantification de thiols. Le but est de mettre en évidence l'intérét croissant de
développer ces nanomatériaux afin de répondre aux lacunes des différentes méthodes
classiquement utilisées. En effet, ces méthodes permettent d’atteindre la sensibilite,
sélectivité et spécificité qui fait défaut dans certaines méthodes usuelles sans
nanomatériaux. Cette revue s’intéresse ainsi a I'intérét de ces thiols, aux inconvénients

des méthodes actuelles et enfin a 'apport des nanoparticules pour pallier ces problemes.
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Thiols play critical roles in many biologicals processes: they are involved in combating oxidative stress and
maintaining redox homeostasis. In agri-food, they are responsible for organoleptic aspect of many foodstuffs.
Thus, thiol identification and quantification are challenging due to their similar chemical structures (especially
for small/volatile thiols), reactivity and matrices of these compounds. To overcome the analytical issues, many
methods and technics were developed each with their own advantages and drawbacks. Lately, one emerging field

in analytical development goes through the contribution of nanoparticles. Scientific teams rely on their unique
properties to improve sensitivity, selectivity and decrease matrices effects. This review is an overview of current
methods for thiol detection followed by the report of nanomaterial contribution to the field. Finally, a critical
point of view will be given to these new sensing methods, from their potential to their limits.

1. Thiol key roles in biology and food

A thiol is a compound presenting a sulfhydryl group (SH). Thiols play
a key-role in biology and also in food matrices because of their char-
acteristic odors/taste (pleasant or unpleasant) [1,2]. In biological
matrices, thiols can be divided into two different groups: low and high
molecular weight thiols. The first group comprises low molecular weight
thiols, one can find glutathione (GSH) and its oxidized form GSSG,
cysteine (Cys) or homocysteine (Hcys) [3]. The second group comprises
thiolated proteins such as albumin or hemoglobin [4]. In agri-food, low
molecular weight and volatile thiols are very strong-smelling molecules
that can impact the aroma of numerous foods, such as fruits, grilled meat
and alcoholic [5] or non-alcoholic beverages [6]. It should also be
mentioned that the simplest thiol, hydrogen sulfide (H5S), is colorless,
toxic and malodorous (rotten eggs). Characteristics and signaling of HyS
have already been discussed in many reviews dealing with this subject
[7-10]. This manuscript will exclusively be focused on the other low
molecular thiols.

1.1. Thiols as biomarkers

Biological fluids contain many aminothiols such as GSH, Cys and

Hcys, that play a pivotal role in biological processes. GSH, a tripeptide
thiol presents in most living organism cells, plays a major role as an
antioxidant [11]. GSH is involved in regulating pathways, protection
against radical damages [12,13], signal transduction [14], cell cycle
[15] .... GSH concentrations range from 100 uM to 10 mM and from 0.6
uM to 100.0 uM in blood and plasma respectively [16]. GSH is tightly
linked to GSSG and their balance gives information about the cell
oxidative stress state [17] among other indications. A lot of studies took
interest in investigating GSH/GSSG ratio as it will be further described
[18-20]. It has been demonstrated for instance that GSH level variations
are considered as a biomarker of neurodegenerative diseases (Parkinson
[21], Alzheimer [22], Huntington disease [23] ...).

Cys is the primary thiol-containing amino acid, synthesized in the
liver from methionine [24]. It is the most abundant low molecular
weight thiol in blood plasma with a physiological level comprised be-
tween 135 and 300 uM [25]. It contributes to multiple biological func-
tions such as cell growth, lipid biosynthesis [26], skeletal muscles
homeostasis [27] or in mitochondria and endoplasmic reticulum
[28,29].

Hcys is an intermediate of the metabolic pathway for the conversion
of methionine into Cys [30] and is present in blood plasma in a con-
centration ranging from 5 to 15 pM [31]. An excess of Heys (>30 uM) is
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considered to be a risk factor for neurodegenerative (dementia [32],
Alzheimer [33] ...) or cardiovascular diseases [34,35].

One important biological function of both low and high molecular
weight thiols is their involvement in nitric oxide (NO) storage and
transportation. It is achieved through the formation of S-nitrosothiols
(RSNO) or S-nitrosoproteins (PSNO) [36]. NO is a gasotransmitter
involved in many physiological and pathological mechanisms [37].
RSNO allows an increase of NO half-life from few seconds to several
hours, depending on the involved thiol [38-40]. Properties of RSH lead
to different RSNO permeability and transport mechanisms that can in-
fluence its pharmacokinetic [41]. To increase RSNO half-life, nano-
technologies can be used to protect RSNO and control its release [42].
RSNO can be quantified through NO direct (NO probe or through its
stable isotope 5N [43]) and indirect (nitrite or nitrate quantification)
measurements, or by thiol carrier quantification. However; when S-NO
bond is broken, it leads to the formation of radical species (RS®* and NO*®)
with poor stability. RS® will quickly form RSSR molecules creating a bias
during identification and quantification. As an example, when it comes
to GSNO quantification, nanomolar concentrations were reported in
blood plasma [44-46].

1.2. Thiols as flavory compounds

In agri-food products, thiols are classified as volatile compounds and
also as low molecular weight thiols contributing to aroma profile. The
so-called volatile thiols are present in low concentrations in alcoholic
(beer, wine...) and in non-alcoholic (coffee, fruit juices...) drinks. Thiols
are actually released from their cysteinylated and gluthionylated pre-
cursors present in food matrices through alcoholic fermentation by
enzymatic action of Saccharomyces cerevisiae [47]. When linked to these
precursors, thiols are odorless (Fig. 1A) and it is only once released that

‘I*ﬁ
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they can express their full aromatic potential (Fig. 1B). Volatile thiol
composition depends on yeast strain, precursor extraction from grape
must and alcoholic fermentation period [48,49]. Thiols are therefore
considered as key markers in the beverage quality. Their very low
perception threshold (ng/L or ppt) greatly influences the taste and flavor
of the product [50]. As an example, 3-mercaptohexanol (3MH) is present
in wine (0.3.10% —45.10° nM) and fruit juice (15.10% -14.10° nM) and is
responsible for grapefruit flavor. The taste of roasted coffee in the
eponymous beverage but also in wine is linked to the presence of 2-fur-
furylthiol (2 FFT) at concentrations of approximately 250 nM in coffee
and ranging from 2 to 482 nM in wine [51-53]. However, higher con-
centrations of 2 FFT lead to undesirable smell. Additionally, unwanted
amine-like taste in beer or coffee can be linked to the presence of
methylbutenethiol up to 6 nM [53,54].

Beside their organoleptic role, thiols present another function. Their
antioxidant activity is linked to their stability. It has been demonstrated
that low-concentrated thiols can react with Reactive Oxygen Species
(ROS) to avoid oxidation and therefore drink deterioration [55-57]. On
the other hand, highly-concentrated thiols lead to the generation of
aldehyde species with a negative impact on drink and food taste [58].
Thiol balance needs to be maintained to ensure product quality. Three
main factors influence the thiol pool: grape types [59,60], pre-
fermentatives operations (vendange time, soils, grape treatment...)
[61-63] and alcoholic fermentation [64-66].

1.3. Challenge

As depicted, the complete characterization of thiols in biological
fluids and drinks is then crucial to predict their potential impact on
health and on future customers. Therefore, there is an increasing interest
in their identification and quantification.
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For now, this section highlighted major issues concerning thiol
identification and quantification: low concentrations, poor stability,
high diversity and complex matrices. It genuinely addresses the issue of
detection of thiolated compounds at the interface of biology and
chemistry. Since few years, nanoparticles (NP) appeared as a solution in
various fields of applications such as biomedical [67], environmental
[68], agri-food sector [69] ... Indeed, transition to the nanoscale offers
new physico-chemical properties to a material such as higher specific
surface area, higher reactivity... All nanomaterials developed for thiol
quantification, answered traditional methods shortcomings. These ap-
proaches generally require some expensive and sophisticated apparatus
(mass hyphenated systems, specific fibers...) or time-consuming
analytical procedures. Moreover, these methods rely on the in-
teractions between certain NP and thiols. It is especially true for gold
nanoparticles (AuNP) having a near covalent binding energy with thiols
(40-50 kcal/mol) [70]. In this paper, we aimed at providing an over-
view of research work employing nanomaterials for thiol sensing
(identification and/or quantification), from their benefits to current
methods and limits. Our review will not focus on thiol Self Assembled
Monolayer, for which NP are used to nanostructure materials as it has
already been extensively described in the literature [71].

2. Thiols quantification and limits

Due to thiol importance and ubiquity, analytical methods have been
developed and are widely described in literature for identification and/
or quantification. The quantification of these compounds remains
challenging due to their reactivity (disulfide bond formation) [72], their
low abundance and the complex matrices considered [49]. Different
strategies have been developed to solve these issues, such as specific
analytical or pretreatment methods [73-77].

For instance, pretreatment steps usually involve different types of
solvents such as carcinogenic, mutagenic or reprotoxic (CMR) ones.
Thiol extraction from wine often involves either dichloromethane or
diethyl-ether [75,78]. These solvents are toxic, non-recyclable and must
be removed before any measurements, increasing pretreatment time and
manipulation steps. Pretreatments for protein removal is often required
because they can interfere in chromatographic or electrophoretic anal-
ysis. In fact, proteins can affect retention time, peak shape, resolution
and, of course, detection response. Three classical different approaches
can be used to remove proteins: acidification, organic solvent addition
and filtration [78-81]. As previously stated and depending on selected
approach, process will take more time and can also be detrimental to-
ward the molecule of interest. In blood plasma, addition of acidic agents
for protein removal will decrease sample pH and favors conversion of
GSH into GSNO or will lead to RSNO degradation. Furthermore, it has
been demonstrated that GSH in plasma at room temperature has a half
life time of approximately 20 min [82]. Thus, increasing treatment time
will lead to GSH oxidation and the concentration estimated after anal-
ysis cannot reflect the initial GSH concentration. This phenomenon also
occurs for food matrices because thiols are volatiles, sensitives to
oxidation and very reactive [83].

Another challenge revolving in thiol quantification is the selectivity
between different thiols in the same matrix. Indeed, whether in bio-
logical or food matrices, many thiols are presents. Methods should be
able to allow separation of thiols or should be specific of thiols of in-
terest. This requires pretreatment steps to isolate or select one or
different thiols from their matrices. Tominaga and his team have
developed an extraction method using p-hydroxymercuribenzoate so-
dium (pHMB) for successive liquid/liquid extraction of 3MH in wine
[84]. This method was used by other researchers because of its speci-
ficity for volatile thiols against other compounds [85]. Despite its effi-
cacy, these isolation steps increase pretreatment time and can also affect
thiol concentration. To avoid these negative effects, thiol derivatization
methods were developed for quantitation in an accurate and reliable
way using fluorescent probes or alkylation agents [86-88]. However,
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these methods are complicated to develop and are not always selective
toward a single thiol.

Quantification and identification methods are chosen according to
the targeted concentration range. Thiols are usually present in low
concentrations (down to few nanograms or nanomoles per liter). Indeed,
methods should head for the lowest limits of detection (LOD). In food
matrices especially, analytical methods capable of reaching such
detection thresholds are required like GC coupled with mass spectrom-
etry (MS) [89]. Analytical methods used to quantify thiols can be
divided into 2 groups: non separative and separative methods. Both
groups present their advantages and drawbacks that will be discussed in
the following paragraphs and summarized in Table 1.

Non separative methods are simple and low cost but are affected by
insufficient specificity and selectivity. Analytical methods such as
UV-visible spectrophotometry, fluorimetry or amperometry are
employed [90-92]. One of the first to be developed was the Ellman’s
Method [93]. It is a simple spectrophotometric quantification implying
the reaction of thiols with 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) leading to
the formation of 2-nitro-5-thiobenzoate, detected at 412 nm in simple
matrices (water, buffers ...). This method as well as other non-separative
are not selective and do not respond to thiol specificity (low concen-
tration and complexity of matrices). Therefore, more complex methods
were used to quantify and most of all separate thiols between each other
to ensure a selectivity. These separative methods are more complex but
they can reach picomolar LOD [73]: Liquid Chromatography (LC) or
Capillary Zone Electrophoresis (CZE) allow both selectivity and sensi-
tivity [75,94]. For example, GSH quantification in blood plasma with LC
coupled with coulometric detection can achieve LOD of fM against 3 uM
for a classic Ellman’s method [93,95]. Because of matrices complexities,
many derivative methods have also been developed [75,94].

Fig. 2 shows LOD variation as a function of the methods. Unsur-
prisingly, non-separative methods can be as sensitive as some separative
methods but suffer from a lack of specificity. In addition, LOD are not
low enough to quantify thiols with low concentrations (<10* fM).
Among separative methods, fluorimetric detection appears more sensi-
tive than UV-vis detection whether it is for LC or CZE separation. Hy-
phenation of MS with separation technics allows for reaching better LOD
(about 10° times lower). For GC methods, there is no significant dif-
ferences adding MS. Moreover, LOD are 10* times lower than LC and
CZE methods. This can be explained by the fact that the GC allows to get
rid of thiol complex matrices. Therefore, better thiol selectivity and
sensitivity is obtained with GC and GC-MS methods. Despite this, GC
methods have limitations such as equipment cost or pretreatment steps.
GC methods are used for volatiles thiols and are hardly applicable to
nonvolatile thiols.

According to these different aspects, analytical methods already
developed present one or many disadvantages acting as obstacles to the
understanding of thiol roles and mechanisms. Indeed, many methods do
not allow reaching LOD in accordance with low thiols concentration
[100,105,106]. More recent methods present lower LOD (<100 fM) but
this high sensitivity is associated to other limitations: many pre-
treatments steps are required, making the method time-consuming
[45,107,108]. Pretreatment also affects thiol concentrations and can
require the use of harmful chemicals and/or toxic solvents [68,69,79].
Finally, several developed methods employed derivative molecules
specific to SH to increase sensitivity and selectivity, while increasing
sample processing time [75,94,109].

3. Nanomaterials and thiol sensing

Over the past few years, the number of publications describing the
incorporation of nanomaterials in different fields has increased expo-
nentially [110-113]. NP appears as a potential answer to some chal-
lenges previously described. Indeed, nanosystems exhibit interesting
and useful properties linked to their high specific surface, reactivity,
stability, catalytic activity or conductivity that can offer new
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Table 1
Classical methods for thiols analysis and quantification.
Analytical Methods Analytes  Matrices Pretreatments LOD Drawbacks Ref
(fmol/L)
Spectrophotometry GSH Plasma - Masking of GSH with p-benzoquinone 0.02.10° Use of derivatizing [95]
UV-vis TNB? to remove excess of p-benzoquinone agent
GSSG Blood - Addition of metaphosphoric acid ND Use of derivatizing [94]
20 min incubation agent
25 min centrifugation Enable to quantify
Complexation with Alloxan GSSG
Fluorimetry GSH PBS buffer - Use of DMSO 0,1.10° Not applicable to [96]
solution Addition of p-benzoquinone for GSH selectivity complex matrices
Only applicable to GSH
HCys NA 7.7.10° Specific to thiol [971
containing amino acid
LC GSH Grape juice and - Addition of sulfur dioxide 5.5.107 Use of derivatizing [98]
white wine Derivatization with p-benzoquinone agent
Cys Plasma - Addition of TCEP for disulfide bond reduction for 15 min 2.5.10° Time consuming [99]
Addition of PLP as derivatizing agent for 15 min at 45 °C Use of derivatizing
Deproteinization with perchloric acid during 10 min agent
HCys - Addition of Tris(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) for disulfide 0.25.10°
bond reduction for 15 minAddition of pyridoxal 5'-phosphate
(PLP)
as derivatizing agent for 15 min at 45 °C
Deproteinization with perchloric acid during 10 min
GSSG Plasma - Reduction of disulfide thiols 5.10° Use of harmful [73]
Release of protein bound thiol chemicals
Protein precipitation with metaphosphoric acid Many pretreatment
step
CZE GSH Rat Hepatocytes - Lyses 2.3.10° LOD not appropriate [100]
Centrifugation
Saliva - Derivatization with EMA reagent 0.18.10° Use of derivatizing [101]
agent
LC-MS HCys Plasma - Reduction of disulfide bonds with Dithiothreitol (DTT) 0.4.10° Time consuming [102]
Addition of a precipitation reagent
Mix for 30 min
3MH Wine - Addition of thiol in wine samplesDerivatization with 4,4'- 6.10° Multiple pretreatment [75]
3MHA Dithiopyridine 1.10* steps
4MMP (DTDP) 6.10° Use of harmful
2FFT Separation on C18 cartridge 6.10° chemicals
Elution with methanol Derivative method
Evaporation
GC-MS 3MH Wine - Derivatization with o-methyl hydroxylamine 6.10* Pretreatment steps [74]
3MHA Separation on SPE cartridge 1.10* Use of harmful
4MMP Cartridge conditioning with dichloromethane and methanol 5.10° chemicals
2FFT Derivatization of retains thiolselution with solvent mixture 4.10° Time-consuming
BM (hexane + diethyl ether) 4.10°
3MH - Extraction in dichloromethane 2.10* Use of harmful [89]
Liquid-liquid extraction with p-HMB chemicals
Evaporation Multiples steps
Thiol release from p-HMB with Cys Time consuming
Thiol extraction with dichloromethane
LC-MS/MS GSH Plasma - Blocking of SH group 22.5.10° Multiples pretreatment [45]
Centrifugation steps
Ultrafiltration
SPME-GC-MS 2FFT Coffee - Derivatization with hydroxy hydroquinone (HHQ) ND Specific only to 2FF [103]
Dry evaporation
Dissolution in water
HS-SPME and GC-MS/ 3MH Beer - Removing of carbon dioxide (30 min at 4 °C) 1.6.10* Long time method [104]
MS 3MHA Addition of triethylamine 1.2.10% development
4MMP 1.2.10° Expensive equipment

BM: Benzyl-mercaptan, CZE: Capillary Zone Electrophoresis, Cys: Cysteine, DTNB: 5,5-dithio-bis-(acide 2-nitrobenzoique), EMA: Dimethyl sulfoxide, DMSO: Dimethyl
sulfoxide,DTDP: 4,4’-Dithiopyridine DTT: Dithiothreithol, FFT: 2-Furanmethanethiol, FID: Flame Ionization Detector, FPD: Flame Photometric Detector, GC: Gas
Chromatography, GSH: glutathione reduced, GSSG: Glutathione oxidized, HCI: hydrogen chloride, HHQ: hydroxy hydroquinone, HS-SPME: Head Space Solid Phase
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Micro Extraction, LC: Liquid Chromatography, MS: Mass Spectrometry, NA: Non-Applicable, NaOH: sodium hydroxide, ND: non-determined, PBS: Phosphate Buffer
Solution, pHMB: p-hydroxymercuribenzoate, PLP: pyridoxal 5'-phosphateSPME: Solid Phase Micro Extraction, SPE: Solid Phase Extraction, TNB: 2-nitro-5-thioben-
zoate, TCEP: Tris(2-carboxyethyl) phosphine, 3MH: 3-mercaptohexanol, 3MHA: 3-mercaptohexyl acetate, 4MMP: 4-mercapto-4-methyl-2-pentanone. When detection

method is not specified, it is considered to be UV-vis detection.

f: LOD not appropriate = above thiol concentration in biomatrices (blood, plasma, saliva, urine...).
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Fig. 2. LOD comparison of current thiol quantification methods (data extracted from Table 1: means of all LOD values).

functionalities to the original material [114-116] (Fig. 3). Indeed, NP
with a specific affinity toward one substrate present a real interest in
nanomaterial development. Before starting, the term nanomaterials will
refer to colloidal NP, nanotube, nanofiber... While nanostructurated
materials will described materials with new abilities granted by the
addition of nanomaterials. Nanomaterials have been at the forefront of
research for thiol quantification.

NP can act as sensors to detect thiol traces through specific in-
teractions, allowing capture, purification or pre-concentration of a thiol
from a sample. Considering that thiols are present at low concentrations,
nanomaterials can be used to directly quantify these molecules or as a
pretreatment step for extraction, enrichment or purification from their
matrices. The most described in literature are gold nanomaterials [117]
due to their strong affinity for SH function (binding energy around
40-50 kcal/mol) [70]. NP characteristics (size, shape, composition ...)
play a key role in their analytical capacity. For instance, NP shape and
size will influence the number of available sites for thiol bounding.
Table 2 summarizes, in a non-exhaustive way, nanosensing thiol
methods developed over the past 10 years.

3.1. Optical methods

3.1.1. Colorimetric sensing

Based on optical properties of NP, and more specifically the presence
of surface-plasmon resonance characteristic of metallic NP, different
colorimetric assays have been developed to detect and quantify thiols.
These methods are easy to develop, rapid and low cost.

Thiol colorimetric detection methods are mostly based on AuNP
aggregation and/or resonance plasmon band modification. Colorimetric
methods have been developed and published, based on AuNP aggrega-
tion [118,120,121]. He et al. has developed a colorimetric detection
method for GSH and Cys [119]. It is based on chronometric method of
blue methylene and hydrazine catalyzed by AuNP. In absence of the two
thiols, the blue solution becomes colorless due to the presence of AuNP
in 10 min. The presence of thiol, that are known to show high affinity for
AuNP, inhibits their catalytic activity, increasing the reaction time up to
several hours. It is directly related to GSH or Cys concentration [119].
The selectivity of this method for the two thiols compared to other
amino acid was investigated and showed non-significative changes of
reaction time.

Although AuNP are the most described nanomaterials, other com-
positions have been developed. Ju and his team synthesized silver NP
(AgNP) on nitrogen-doped graphene quantum dots (N-GQD). In



M. Berthou et al.

g E0
4 Ox2 Red2
Ox1 ﬁ Red1

Microchemical Journal 183 (2022) 107994

Ox2 + Red1 - Ox1 + Red2

Fig. 3. NP properties for thiol detection methods.

presence of tetramethylbenzidine (TMB) and H,05, oxidation of TMB in
oxTMB occurs. This oxidation resulted in 2 absorption peaks at 652 and
890 nm. Adding GSH to this previous solution, reduction of 0xTMB in
TMB resulted in decrease of adsorption peak at 652 nm which is
dependent on GSH concentration. Absorbance monitoring at 652 nm
allows to quantify GSH concentration in blood plasma with a LOD of
31.10° fM [135]. In the same way, Zhou et al. developed a thiol sensing
method using silver nanoprism based on wavelength displacement after
thiol adsorption on silver [152]. This method allows GSH, Cys and
dithiothreitol (DTT) selectivity in serum with a LOD of 10.10° fML.
Even if they present good selectivity and sensitivity, these methods
used colloidal NP with stability issues [164]. Furthermore, physico-
chemical properties greatly influence thiol interaction and detection.
Thus, a routine use of these methods requires a rigorous knowledge and
control of NP characteristics which is restrictive for industrial produc-
tion [165]. Finally, NP aggregation makes the probe non-reusable.

3.1.2. Fluorescence-based sensing

Most of nanomaterials for fluorimetric thiol sensing are based on
fluorescence quenching which refers to the process by which fluores-
cence intensity of a sample decreases or increases (Fig. 4). This deacti-
vation/activation mechanism is caused by molecular interaction [154].
The changes in fluorescence intensity can be used as source of infor-
mation for some biological systems (like quencher accessibility to fluo-
rophore or quencher/fluorophore quantity).

Metallic nanomaterials (AuNP, AgNP ...) show interesting optical
properties and high fluorescence quenching efficiency [167], which are
affected by NP size and geometry. Combination of chromophores and
metallic NP can therefore serve as sensor. The strong bond between
AuNP and -SH groups allows a preferential adsorption with a desorption

of a chromophore presenting lower affinity. Among the different fluo-
rescent ligand, Nile Red (NR) is one of the most described in literature.
However, Kapur et al. synthesized protein functionalized AuNP using
mCherry protein which is quenched when bound to AuNP. These NP
targeted thiols are based on the competitive displacement of mCherry
for adsorption of thiols. It resulted in an increasing fluorescence due to
mCherry release in the medium, correlated with the quantity of adsor-
bed thiols. They also showed that kinetics and thiol types played a key-
role in chemical adsorption on AuNP, and therefore on the observed
fluorescence [136]. Other nanoparticles-based methods were developed
using different ligands. Luo and his team designed a nanoprobe
composed of AuNP functionalized with a Redox responsive Silica (ReSi)
matrix linked with Fluorescein IsoThioCyanate (FITC). In presence of
GSH (or other thiols) at relatively high concentrations (10 mM), a
destruction of the disulfide-linked ReSi-FITC resulted in the release of
FITC and recovery of native fluorescence of the free-probe [137]. Based
on the same mechanism, Xu and co-workers designed an AuNP sensor
functionalized with BODIPY (fluorescent molecule) quenched by the
presence of Cys or GSH in living cells. The signal response was thiol
specific, fast and with a LOD of 30.10° fM [139]. Other identical
methods are described in literature with LOD of nanomolar level
[134,138,140,142,168].

Even though AuNP are more widely described, researchers have
developed similar method based on fluorescence properties of other NP.
Zhang et al. who used turn-off fluorescence-based method with AuNP
and Silicon NP (SiNP) [148]. Addition of Cys led to a release of AuNP
adsorbed from SiNP surface and restored the fluorescence. LOD was
estimated at 35.10° fM in ethanolic solution. AgNP was also widely used
as for example by Li and his team who developed Silver nanocluster
(AgNC) stabilized by single-stranded DNAs (DNA-AgNC). In presence of



M. Berthou et al. Microchemical Journal 183 (2022) 107994

Table 2
Nanomaterial based methods for thiols analysis and quantification.
NP Analytes matrices Mechanisms Analytical methods ~ LOD Drawbacks REF
Core Ligand Size (fmol/L)
(nm)
AuNC polyvinylpyrrolidone 9 Cys PBS Competitive Fluorimetry 35.10° ND [118]
(PVP) (Dp) GSH displacement
HCys
AuNP Citrate 13 Cys Fetal Reaction between Spectrophotometry ~ 10.10° Reaction time: [119]
(Dy) GSH bovine methylene blue 8.10° 2 h30 with
serum and hydrazine GSH
catalyzed by AuNP. LOD not
Reaction time appropriate
decreased when Non-reusable
thiol interact with
AuNP.
ND GSH Water Detect oxidative ND Non-reusable [120]
stress. GSH

generate AuNP
aggregation with
APTES and not

GSSG.
8 (Do) Thiourea Waste Aggregation of 2.14.10°  Non-reusable [121]
water AuNP and
wavelength
displacement
10.8 Cys Water Aggregation of 10.10° Selectivity [122]
(Dy) AuNP and with other
wavelength thiols
displacement Non-reusable
13 Cys Water Aggregation of 100.10° Selectivity [123]
(Dy) AuNP and with other
wavelength thiols
displacement Non-reusable
ND GSH Cells Thiol selective SALDI-MS 3.10° GSSG [124]
GSSG probe on detection need
nanoporous silicon reduction step
chip
13 GSH Liver Thiol selective MALDI-TOF-MS 2.10° ND [125]
(Dp) probe
20 GSH Saliva AuNP immobilized LC 5.10° Loss or [126]
(D) urine on syringe to act as desorption of
solid-phase AuNP not
extraction evaluated
followed by DTT
desorption
6 GSH PBS Immobilization LC 0.5.10° Non- [127]
(Dy) NAC Plasma onto a cellulosic recyclable

membrane to
selectively capture

thiol
16 GSNO Plasma Indirect GSNO Amperometric 100.10° Non-reusable [128]
(D) quantification by Blocking step
denitrosation for other free
thiols
10-20 GSH Skin Immobilization of Visual 6.9.10° Analysis based [129]
(8] AuNP on a paper on
for thiol sensing by photography
color change of
paper due to AuNP
aggregation
Tween-20 13 (Do) GSH Seawater Selective thiol CZE 2.10° Selectivity [130]
enrichment with with other
AuNP followed by thiols not
DTT desorption tested
and CZE analysis
13(Do) Plasma Selective thiol 10.10° Non-reusable [131]
Cys enrichment with -65.10°
GSH AuNP followed by
Hcys DTT desorption
and CZE analysis
13 (Do) Cys Buffer Selective thiol 554.10° Insufficient [132]
GSH enrichment with 28.10° extraction due
Hceys AuNP followed by 456.10° to AuNP or
DTT desorption DTT low
and CZE analysis concentration
ND Saliva 5.10° Non-reusable [133]

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

NP Analytes matrices Mechanisms Analytical methods ~ LOD Drawbacks REF
Core Ligand Size (fmol/L)
(nm)
Cys Selective thiol
GSH enrichment with
Hceys AuNP followed by
Methionine DTT desorption
and CZE analysis
Rhodamine G 20 Cys Buffer Reduced thiols Fluorimetry 0.57.10°  Pretreatment [134]
(Dy) GSH were blocked with 0.68.10° needed
N-ethylmaleimide Non-reusable

and oxidized thiols
was quantified by
competitive
displacement
ND 19(D) GSH water AgNP catalyzes Spectrophotometry ~ 31.10° Non-reusable [135]
oxidation of TMB
with H,O4 and
GSH reduced
oxTMB (color

change)
mcherry 13(Do) Cys Buffer Competitive Fluorimetry ND Non-reusable [136]
GSH displacement of
mcherry (thiol
dependent)
Silica + fluorescein 10 (Do) GSH Cells Release of ND Non-reusable [137]
isothiocyanate fluorescein by GSH Selectivity not
tested
NaYF4:Yb> " Er** 40 GSH Buffer Competitive 30.10° Non-reusable [138]
(Dy) displacement Selectivity not
tested
BODIPY 15 Cys Cells Competitive ND Non-reusable [139]
(Dy) Hceys displacement
Patterned poly(acrylic 25 (Do) GSH Buffer Thiol selective SALDI-MS 0.1.10° Not thiol [140]
acid) probe selective
Non-reusable
Citrate 20 GSH plasma Aggregation of Spectrophotometry ~ 1.5.10'2 Non-reusable [141]
cetyltrimethylammonium 152.5 Cys AuNP and -
bromide (Do) GSSG wavelength 1.10°
Sodium borohydride displacement
Chitosan ND Cys Water Aggregation of 0.1.10° Non-reusable [142]
AuNP and
wavelength
displacement
AuNP ND 10-20 GSH Cells Thiol selective SALDI-MS ND Selectivity [143]
AgNP (Do) probe with other
thiols not
tested
Non-
applicable to
GSSG
quantification
AuNP citrate 3.74.7 Cys milk Competitive Fluorimetry 12.10° Selectivity not [144]
Carbon QD (Do) displacement tested
Non-reusable
AuNC ND ND Cys Competitive Fluorimetry 10.10° Selectivity not [145]
SiQD displacement tested
Long NP
synthesis
process
Nanoporous ND ND Dodecanethiol Ethanol solid-phase GC-MS 0.1.10° Use of harmful ~ [146]
Gold microextraction chemicals
Nanoporous ND ND Alkanethiol Ethanol solid-phase ND Use of harmful [147]
Gold microextraction chemicals
Silicon NP AuNP 40 Cys Buffer Competitive Fluorimetry 35.10° Non-reusable [148]
(Dy) displacement Selectivity not
tested
AgNP DTNB 20-60 GSH PBS Immobilization Raman 74.9.10° Selectivity [149]
(Dn) DTNB onto a porous Spectroscopy 10.10° tested with Cys
silicon disk for and HCys only
surface-enhanced
Raman scattering
application
AgNC DNA 7 Cys Water Competitive Fluorimetry 0.45.10°  Non-reusable [150]
(De) GSH displacement 4.50.10°

(continued on next page)
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NP Analytes matrices Mechanisms Analytical methods ~ LOD Drawbacks REF
Core Ligand Size (fmol/L)
(nm)
sodium dodecyl sulfate ND Cys Aggregation of 83.10° Selectivity [151]
AuNP and with other
wavelength thiols not
displacement tested
Non-reusable
Silver Citrate 30(D) Cys serum Wavelength Spectrophotometry ~ 10.10° Non-reusable [152]
nanoprism GSH displacement
dimercaptosuccinic
acid
mercaptopropionic
acid
DTT
Graphene QD  ND 2 (Dn) Cys serum Competitive Fluorimetry 2.5.10° Non-reusable [153]
GSH displacement 5.0.10° Interferences
Hcys 5.0.10° with amino
acids
Carbon dots ND 2 (D.) Cys Buffer Competitive 69.10° Non-reusable [154]
GSH displacement 80.10°
Heys 76.10°
Rhodamine B 2-3 GSH Water Competitive 20.10° Non-reusable [155]
(Do) Plasma displacement Selectivity
food with other
thiols not
tested
Metal ions 16 2-mercaptoethanol fetal Competitive 1.10° Non-reusable [156]
(Do) mercaptoacetic acid  bovine displacement Selectivity
serum with other
thiols not
tested
LOD not
appropriate
Au 7 (Do) 6-Thioguanine NA Competitive 10. 10° Non-reusable [157]
displacement Selectivity
with other
thiols not
tested
nitrogen- ND 2.2 Cys Water Competitive 36.10° Non-reusable [158]
doped (Do) GSH displacement 34.10°
graphene
QD ND 3-5 GSH PBS Competitive 30. 10° Non-reusable [159]
(Do) displacement Selectivity
with other
thiols not
tested
ND 10(Dy) Cys PBS cobalt Amperometry 1.10° LOD not [160]
GSH phthalocyanine appropriate
immobilized on
nitrogen-doped
graphene QD onto
a glassy carbon
electrode showed
electrocatalytic
activity towards
the oxidation of
three different
thiols
nitrogen- ND 2-8 Cys Serum Competitive Fluorimetry 50.10° Non-reusable [161]
doped (Do) displacement Selectivity
graphene with other
QD + V505 thiols not
nanosheets tested
ZnO NR AuNP 4.32 GSH Water Thiol selective SALDI-MS 150.10° ND [162]
(Do) probe with ZnO NR
desorption
improvement
AuNP ND 14 GSH Water Thiol selective 1.4.10% Desorption [163]
Pt NS 37 probe 2.3.10* problems for
Fe50,4 NP 13 8.3.10° Pt NS
TiO, NP 5 2.2.10%
Se NP 100 3.3.10*
CdTe QD 3 1.9.10%
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APTES: 3-Aminopropyltriethoxysilane, AgNC: Silver Nanocluster, AgNP: Silver Nanoparticles, CdSe: Cadmium selenide, CdTe: Cadmium telluride, Cys: Cysteine, CZE:
Capillary Zone Electrophoresis, Dc = core diameter, Dh = Hydrodynamic Diameter, DNA: Deoxyribonucleic Acid, DTNB: 5,5-dithio-bis-(acide 2-nitrobenzoique), DTT:
Dithiothreitol, GC: Gas Chromatography, GSH: Glutathione reduced, GSNO: S-nitrosoglutathione, GSSG: Glutathione oxidized, Hcys: Homocysteine LC: Liquid
Chromatography, LOD: Limit Of Detection, MALDI-MS: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization, MALDI-TOF-MS: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization -
Time of Flight — Mass Spectrometry, MS: Mass Spectrometry, NAC: N-Acetylcysteine, ND: non-determined, NP: Nanoparticles, NR: NanoRod, NS: NanoSponge, NT:
NanoTube, OxTMB: 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine oxidized, PVP: polyvinylpyrrolidone, QD: Quantum Dots, SALDI-MS: Surface-Assisted Laser Desorption/Ioniza-
tion- Mass Spectrometry, TGA: Thioglycolic Acid, TMB: 3,3',5,5 -Tetramethylbenzidine, ZnO: Zinc Oxide.

When detection method is not specified, it is considered to be UV-vis detection.

T : LOD not appropriate = above thiol concentration in biomatrices (blood, plasma, saliva, urine...).
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Fig. 4. Direct LOD comparison between classical methods (grey box) and
nanosensing methods (black box) (Data extracted from Tables 1 and 2).

GSH or Cys, an adsorption on AgNC occurred, leading to formation of a
nonfluorescent complex and/or aggregation of AgNC, decreasing fluo-
rescence intensity. LOD were reported to 0.134.10° fM and 0.172.10° fM
for GSH and Cys, respectively [150]. Wu et al. developed a fluorescent
probe using graphene QD (GQDs) which emitted strong blue fluores-
cence in aqueous buffer solution, quenched in presence of mercury (II)
ions. In presence of GSH, Cys and Hcys, Hg>" release occurred and a
fluorescence turned on, directly correlated to thiol concentration. The
assay was highly sensitive with LOD of 5.0.10°, 2.5.10° and 5.0.10° fM
for GSH, Cys and Hcys, respectively. However, some interferences with
amino acids and proteins were observed [153]. Many similar methods
were developed using carbon dots (CD) [155-157,159] or nitrogen-
doped graphene QD [158,161].

Nanoparticle fluorescence-based methods have been extensively
used for rapid thiol detection, however they present few limitations. In
the same way as colorimetric assays, these methods are linked to NP
stability and are for single-use.

3.2. Other non-separative methods

The main goal of using NP-based materials is thiol amplification/
separation/ extraction from their matrices for chemical and biological
detection. Recently, NP have been widely employed for determination of
thiol analysis in Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Mass
Spectrometry (MALDI-MS) and SALDI-MS. The use of NP presents two
interests: the first is energy absorption of laser and its transfer that will
induce desorption and ionization of the analyte with a high efficiency.
The second advantage is the specific interaction between NP and the
analyte, acting as a selective probe. Most of studies report the use of
AuNP [124,125,140,143,162] because of their strong affinity for thiols
but other NP can be used. That is why Chiang et al. investigated six
different types of colloidal NP for GSH quantification in SALDI-MS. This
paper is older than 10 years but presented for the first-time interesting
comparisons between different nanomaterials in terms of thiol sensing:
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AuNP, TiO3 NP, Se NP, CdTe QD, Fe3O4 NP and Pt Nanosponges (Pt NS).
Previously mentioned NP employed reached LOD of femtomolar level.
The sensitivity of Pt NS for SALDI-MS appeared to be less important than
other NP because of too strong interaction with the analyte. Pt-S bound
energy is 50 kcal/mol [169] which is too strong to efficiently desorb
GSH and explained the high values of the obtained variation
coefficients.

Concerning RSNO compounds, nanomaterials are useful for deni-
trosation (from RSNO to RS® + °NO). Baldim et al. developed an
analytical method based on the use of AuNP for the decomposition of
RSNO. The NO release is monitored by amperometry and can be directly
related to the initial RSNO concentration. They also studied GSNO
saturation of the colloidal AuNP suspension by successive additions of
GSNO. They showed that a saturated state was achieved with 30 pM of
GSNO for 9 nM AuNP suspension. Considering the specific interaction
between other blood plasma thiols and AuNP, authors decided to block
SH function with iodoacetic acid. Thus, only RSNO can interact with
AuNP. They determined the blood plasma volume saturating an AuNP
suspension and the effect of other RSNO present in plasma ampero-
metric signal, steric hindrance caused by albumin for example [128].
This method employed an indirect quantification of RSNO through NO
quantification. However, NO have a very short half-life (few seconds)
which may lead to underestimation of RSNO concentration.

3.3. Separative methods

Separative methods can be associated to nanomaterials to increase
selectivity and sensitivity for thiols. Shen et al. developed a method
using CZE coupled to Tween 20 capped AuNP [130]. The first step is the
extraction of thiols from the matrix (seawater). The use of Tween 20 as a
ligand allows AuNP dispersion in highly saline solution. After a release
of adsorbed molecules by ligand exchange with DTT, desorbed thiols
were derivated with o-phtalaldehyde (OPA), resulting in the formation
of isoindole. Authors proved that their process is able to separate five
thiols with LOD down to 0.1.10% -6.0.10° fM. Drawback of this method
is the possible interaction with amino containing molecule because OPA
is not thiol specific. It is a reagent normally used for amine quantifica-
tion. Method without derivatization using also Tween 20-capped AuNP
was developed by Wang et al. [133]. Thiols were adsorbed on NP (60
min) followed by a release step and a CZE quantification. 3 different
releasing agents, commonly used were tested (DTT, 2,3-Dimercapto-1-
propanol and 2-mercaptoethanol). The lower LOD was obtained for
GSH (5.10° fM) with a 2-mercaptoethanol release. Literature report
other AuNP nanomaterials coupled to CZE method [130,131,133].
These methods employed Tween 20-capped AuNP for GSH extraction
and desorption (through DTT ligand exchange) with the highest LOD
being 2.10% fM.

Less described, nanostructurated devices allowed to get rid of sta-
bility issues and pretreatment step (in previously described methods)
such as centrifugation to remove colloidal NP. Researchers created an
AuNP-coated syringe for GSH extraction from biological matrices fol-
lowed by a release step using DTT and a LC quantification [126]. Sy-
ringes were coated using layer-by-layer method and allowed to reach a
LOD of 5.10° fM for GSH in saliva. Nanostructurated materials coupled
with separative methods were also described for alkanethiol quantifi-
cation. GC-MS methods were developed with Solid Phase Micro
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Extraction (SPME) fibers coated with AuNP to capture thiols compounds
while being thermally desorbed in GC headspace. Efficiency of SPME
coated fibers appeared to be 11 times higher than non-coated fibers in
term of sensitivity [146]. This method was able to selectively analyze
and quantify mixture of alkanethiols (hexanethiol, octanethiol, and
dodecanethiol) with higher extraction efficiency than a classical GC-MS
headspace analysis but requiring higher desorption energy [147]. In the
same way, a syringe filter cellulosic membrane has been developed in
our lab, with AuNP adsorbed through electrostatic interactions with a
positively charged polymer previously immobilized on the substrate
[127]. Thiols (either in simple or complex matrices) were adsorbed by
filtration without any pretreatment of the sample and released by
chemical desorption (ligand exchange) before HPLC analysis. The
coated filter was able to adsorb NAC and GSH quantities up to 270 and
70 nmol respectively. Thiol specificity and concentrating power have
been demonstrated and results suggest the possibility to apply the device
on any type of biological or food matrices. A similar strategy was also
developed by Mompo6-Rosell6 et al, through the direct coating of a sy-
ringe core. However, we observed that AuNP attached to plastic walls
are removed with each piston passage, suggesting that immobilization
developed by Mompd-Rosell6 et al. may be unstable against strong shear
stresses. Among nanostructurated devices developed, literature
described AuNP immobilization on a glass microfluidic channel surface
in electrophoresis (fluorescent mode) microchips for GSH quantification
in bacteria (E. coli, S. aureus and S. enterica) with 0.01.10° fM LOD [132].
AuNP Nanostructurated papers were developed by Markina and his
team to visually evaluate presence of thiol in human skin [129]. The
detection procedure implied the assessment of the color change of the
paper sensor resulting from aggregation of gold nanoparticles caused by
thiols with 6.9.10° fM LOD.

Separative methods using nanomaterials present better selectivity
and specificity than optical methods. However, strong interactions be-
tween NP and thiols lead to desorption issues for SALDI/MALDI-MS
methods. Furthermore, to increase thiol selectivity, many methods use
derivatizing agent implying an increase in pretreatment time. Finally,
promising results were obtained with nanostructurated materials as
sample pretreatment support, avoiding stability and pretreatment
issues.

4. Conclusion

This review offers an overview of thiol analysis issues, intrinsically
linked to their properties and characteristics. Most of current method-
ologies present a lack of sensitivity, or require many pretreatment steps
to overcome these drawbacks. In that way, analytical methods based on
nanomaterials were developed. The overwhelming majority employed
metallic nanoparticles, with more than 73 % being constituted of Au
according to our reading (Table 2). New methods were developed, based
on aggregation, coupling, fluorescence enhancement, fluorescence
quenching, resonance light scattering and so on. Those reach nanomolar
LOD and restrict the need for pretreatment steps since AuNP share
specific interactions with thiols. Considering the literature, we noticed
that LOD depends on NP size and type but also on ligand nature when
functionalized. However, as most of them are based on fluorimetric or
colorimetric detection without hyphenation to separative methods, thiol
discrimination remains a challenging step. Moreover, some of these
methods are unsuitable for routine use in a laboratory due to several
issues: non-recyclability of nanomaterial, poor colloidal stability of NP
(long term storage, pH sensitivity...) or handling complexity. There is
therefore a compromise between an affordable method without selec-
tivity (metallic NP and UV-vis detection for example) and an expensive
equipment or nanomaterials harder to develop for routine use but
reaching expected sensitivity and selectivity. When it comes to LOD,
some nanosensing methods are able to reach values of a few femtomolar,
even if median LOD appear to be similar as classical methods (Fig. 4).

Finally, few methods using nanostructurated materials (immobilized
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NP, nanosized pores ... [146,147,171]) were developed and appeared
promising. Their principal advantages lie in easy handling, potential
reuse and an absence of colloidal instability or interferences from
matrices. Those devices still require further development steps with
strict NP control (monodispersed sizes, controlled charges, homogenous
functionalization...) and device characterization (immobilization den-
sity, fabrication reproducibility, stability...).

Whether it is for nanomaterial or nanostructurated material, disad-
vantages were highlighted: the lack of stability of colloidal nanoparticles
and the impossibility to obtain a reusable method for thiol sensing.
Indeed, phenomena on which detection and/or separation are based
lead to nanoparticles and/or sensor destruction. In the next few years,
main challenge will remain in the development of a nanostructurated
device, such as a kit, for fast, sensitive and specific thiol sensing in
different matrices. It should have the following characteristics: high
density of immobilized NP, applicable to different media (pH, salt
concentration, complexity ...) with the possibility of hyphenation to
several analytical methods. Finally, the reusability would be an asset in
terms of green chemistry and/or ecology.
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Chapitre 1

Ainsi qu’il a été montré précédemment, les nanoparticules sont de plus en plus
utilisées afin de créer des nanomatériaux dans le but d’identifier et de quantifier les thiols.
En effet, ces molécules sont trés réactives, présentes en faible concentration et dans des
matrices complexes. Ces caractéristigues peuvent étre en inadéquation avec les
méthodes actuelles présentant des problemes de sensibilité et de sélectivité, qui sont
chronophages, utilisent des produits toxiques ou dangereux ou encore des appareillages
couteux. La revue soumise montre la capacité des nanomatériaux a pallier ces différents
problemes. En effet, la comparaison a méthode analytique et détection équivalente, les
nanomatériaux permettent de répondre aux différents inconvénients (tableau 1). Il
apparait que l'usage de nanomatériaux permet une diminution de la LOD et une

augmentation de la sélectivité et de la spécificité.

TABLEAU 1: APPORTS DES NANOMATERIAUX PAR RAPPORT AUX METHODES CLASSIQUES, POUR LA QUANTIFICATION DES THIOLS.

Méthode LOD LOD

Analyte classique (M) Inconvénient Nanomatériaux (M) Apport Réf
Suivi en Différenciation
- . Spectrophotométrie GSH/GSSG
GSHIGSSG hecirophotometrie ¢ gy  Methode UV-vis de <05 sans [97,98]
'agrégation des dérivation
AuNP avec GSH Meilleure LOD

Fluorimétrie :
Recouvrement de

Chronophages fluorescence (en 25 minutes de

Cys Fluorimétrie 0.5 . . 0.012 prétraitement  [99,100]
(400 minutes) gLeasniE;eciJ;SCys) de Meilleure LOD
quencher par AuNP.
Adsorption GSH sur
LOD non nanofibres de
s . polystyréne avec
GSH U\F;'_-\ﬁsdetec“on 25 ~ 2PPIOPISS  GUNP immobiisées.  4.10°  FaibleLOD  [101,102]
P Désorption puis
dérivative HPLC détection
fluorescence

Ainsi, les nanomatériaux ont montré un réel intérét dans la quantification de thiols.

Cependant, comme le montre la revue, la majorité des méthodes décrites utilisent des
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nanoparticules colloidales qui présentent aussi des inconvénients. En effet, les
nanoparticules en suspension ont une durée de stabilité limitée (inférieure a 3 semaine
pour des nanoparticules d’or stabilisées par des ions citrate), sont trés sensibles a leur
environnement, peuvent nécessiter des étapes de traitement d’échantillon avant analyse
et ne sont pas réutilisables. Le manque de stabilité oblige [I'utilisation de ces
nanomatériaux dans un laps de temps donné et nécessite de les synthétiser
extemporanément. Cette réactivité est également une contrainte quant a l'utilisation de
certaines matrices qui pourrait venir déstabiliser les nanoparticules et compromettre
I'efficacité de la méthode. Enfin, comme il a été montré dans I'article 1, de nombreuses
méthodes reposent sur I'agrégation des nanoparticules pour quantifier indirectement les
thiols (notamment en spectrophotométrie UV-Vis ou fluorimétrie). Ainsi, ces méthodes
sont a usage unique. Ceci est un frein a une industrialisation de la méthode pour une
utilisation de routine. L’utilisation de méthodes basées sur I'utilisation de nanomatériaux
est donc a nuancer puisque la réponse apportée aux méthodes dites classiques n’est pas

entierement satisfaisante.

L'utilisation de matériaux nanostructurés présente un réel avantage en termes de
facilité d’utilisation, de traitement d’échantillon et de recyclage. En effet, ces dispositifs a
base de nanomatériau permettent de s’affranchir des effets liés a la matrice mais
également aux nanoparticules. Une fois immobilisées, les nanoparticules ne sont plus
dépendantes de I'environnement et voient leur stabilité augmentée (de 3 semaines a plus
d’un an [103]). Ces dispositifs représentent donc la stratégie la plus en adéquation avec
la problématique liee aux thiols. Malgré cela, ces méthodes sont peu décrites dans la
littérature, pour la quantification des thiols [104—106].

3. DEVELOPPEMENT DE MATERIAUX NANOSTRUCTURES

3.1. INTERETS DES MATERIAUX NANOSTRUCTURES
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L'utilisation de nanomatériaux au service de ces dispositifs permet d’améliorer
leurs performances en leur conférent de nouvelles propriétés directement liées aux
nanoparticules utilisées [107-110]. Ces dispositifs sont appelés des dispositifs
nanostructurés. Il convient dans un premier temps de définir ce terme comme étant un
matériau dont au moins un des éléments constitutif a une de ses dimensions comprise
entre 1 et 100 nm, selon la norme ISO TS/27687 [111,112]. Ces dispositifs présentent
des comportements différents comparés a leur équivalent a I'’échelle micro ou
macroscopique. En effet, ils présentent une surface de contact nettement plus importante
du fait du rapport surface/ volume élevé des nanoparticules. De plus, selon le choix du
nanomatériau, ces dispositifs sont généralement plus réactifs ce qui a pour effet direct
d’améliorer la limite de détection (LOD) des méthodes quantitatives associées. Enfin, les
propriétés propres au nanomateériau permettent également d’augmenter les performances
du dispositif. Par exemple, les nanotubes de carbones présentent de remarquables
propriétés électroniques, mécaniques et structurales [113], les nanoparticules métalliques
quant a elles, permettent une excellente conductivité [114]. |l est aussi possible de faire
varier le ligand de surface des nanoparticules afin d’obtenir une interaction spécifique
avec le ou les analyte(s) d’intérét. Toutes ces propriétés ont pour but de créer des

dispositifs innovants, plus sensibles et plus sélectifs que les matériaux de base.

L’étape clé dans la fabrication de ces dispositifs est l'incorporation des
nanomatériaux au support ou au dispositif. C'est ce que I'on appelle la nanostructuration.
Il existe plusieurs moyens de produire ces matériaux nanostructurés. La stratégie
d'immobilisation utilisée dépend directement de la forme des nanoparticules (sphériques,
cubiques, en batonnets, en étoile...), leur composition (organiques, métalliques, semi-
conductrices...) ou l'uniformité du dépét souhaitée. Les nanoparticules peuvent étre
divisées en deux groupes : organiques et inorganiques. Parmi les nanoparticules
organiques, on peut citer les nanoparticules polymériques, les micelles, les liposomes ou
encore les dendriméres. La famille des nanoparticules inorganiques comprend les
nanoparticules de silice, les nanotubes de carbone, les quantum dots ou encore les

nanoparticules métalliques (Or, argent, cuivre...).

Dans cette partie, différentes méthodes de dépdt vont étre décrites. La méthode

de nanostructuration se base soit sur un phénomene physique soit sur un phénoméne
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chimique. C’est cette derniére catégorie qui sera discutée puisque largement plus utilisée

dans la litérature.

3.2. METHODES DE NANOSTRUCTURATION DE SURFACE

A) DIP-COATING

La méthode la plus simple a mettre en ceuvre, mais également la moins couteuse,
est la méthode dite de dip-coating [10]. Ce procédé largement utilisé dans les domaines
de la santé et de I'agroalimentaire consiste a plonger le matériau dans une solution
contenant entre autres des nanoparticules puis de le sécher afin d’obtenir une couche de
dépb6t auto assemblée appelé en anglais Self Assembled Monolayer (SAM). Cette
méthode met en jeu un simple phénoméne d’adsorption des molécules sur un substrat.

Elle est donc simple et ne nécessite aucun appareillage spécifique.

B) LAYER-BY-LAYER

Le procédé dit Layer-by-Layer est également largement utilisé. Celui-ci consiste a
immerger le matériau directement dans une solution contenant des polyélectrolytes
anionique ou cationique pour conférer une charge de surface au matériau. Le matériau
est ensuite plongé dans une solution de nanoparticules colloidales afin de les y
immobiliser par interactions ioniques avec la premiére couche. Enfin, une seconde
couche de polyélectrolyte de charge opposée a la premiere est réalisée. Ces trois étapes
sont réalisées plusieurs fois dans le but d'obtenir la densité d'immobilisation désirée. Des
étapes de rincage entre chaque solution sont réalisées dans le but d'éviter les

contaminations.

Ce procédé est peu couteux et permet d’obtenir un dép6t homogéne et applicable

a un large panel de surfaces. Cependant, il est uniquement applicable aux nanoparticules
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en suspension et est dépendant de la composition, de la concentration, de laforce ionique

et du pH des diverses solutions [9].

Les supports utilisables pour ce type de nanostructuration sont variés allant du
métal aux polymeres en passant par le verre mais encore quartz, silicone, etc. Ce large
choix de supports est basé sur la condition d’avoir une surface capable de résister aux
différents traitements appliqués lors de la nanostructuration (thermique, chimique,

électrique ...).

C) SPRAY-COATING

La méthode de spray-coating consiste a projeter par spray les nanoparticules sur
le support désiré. On distingue les procédés thermiques avec un chauffage préalable des
nanoparticules avant projection et les procédés non thermiques comme I'électrospray
[11].

D) SPIN COATING

La technique de spin coating comporte 3 étapes : la premiére consiste a déposer
la solution a immobiliser sur le support [12]. La seconde, permet d’étaler la solution grace
a la force centrifuge. Enfin, la derniére étape utilise la chaleur afin d’évaporer le solvant

et d’engendrer une immobilisation des nanoparticules.

E) L’ELECTRODEPOT

L’électrodépdt, également connue sous le nom d'électrodéposition galvanique, est
une technique de revétement dans laquelle un métal ou un alliage est déposé a la surface
d'un substrat [13]. Dans le cas qui nous intéresse, ce sont des nanoparticules

magnétiques qui sont utilisées. Ce procédé nécessite deux électrodes dont une électrode
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de travail et une contre électrode. Les électrodes sont ensuite trempées dans une solution
contenant les nanoparticules et le matériau a nanostructuré activé par ringage avec une
solution choisie. Un champ électrique est ensuite appliqué afin d’immobiliser les

nanoparticules.

Cette technique n’est applicable qu’aux nanoparticules métalliques et est

dépendante du potentiel et du courant appliqué.

F) SOL-GEL PROCESS

Le procédé sol-gel permet de synthétiser du verre, de la céramique ainsi que des
composés organo- minéraux a partir d’'un précurseur en solution. Dans le cas des
nanoparticules, celui-ci permet d’obtenir de fines couches de nanoparticules d’oxydes
métalliques [115,116]. L'appellation sol-gel provient des termes « solution-gélification ».
« Sol » réfere a une dispersion stable de nanoparticules colloidales dans un liquide.
Le « gel » est lui un réseau rigide et non déformable d’oxydes gonflés par le solvant et
stabilisé par des liaisons chimiques type Van der Waals. Le procédé correspond donc au
passage de « sol » en « gel ». Cette réaction est initiée par hydrolyse ce qui engendre la
formation de groupes Métal-OH puis s'ensuit une condensation aboutissant a des liaisons
métal-O-métal. Ce « gel » est finalement déposé sur le support souhaité et séché afin
d’étre immobilisé. On distingue deux voies : la voie inorganique avec pour précurseur un
sel métalliques en solution aqueuse et la voie métallo-organique avec des précurseurs

alcoxydes métalliques en solution organique.

Cette technique permet d’obtenir de fines couches de dépbts hautement poreux,
rigide et thermiquement stable. Cependant, durant la phase de séchage, le dép6bt rétrécit

considérablement, ce qui fragilise le matériau [117].

Ce paragraphe montre les différentes manieres de nanostructurer un support
reposant sur des phénomeénes chimiques ou physiques. Le choix de la méthode doit étre
en adéquation avec le matériau visé mais également les nanoparticules utilisées. Ces

nanomatériaux représentent le point de départ de la nanostructuration.
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3.3. NANOPARTICULES IMPLIQUEES DANS LA NANOSTRUCTURATION

Les avancées significatives dans le domaine des nanotechnologies ont permis le
développement d’'un grand nombre de nouveaux matériaux avec de nouvelles propriétés
ou simplement menant a 'amélioration de propriétés déja existantes. Les nanoparticules
constituent I'élément de base de ces matériaux nanostructurés. Il existe une grande
diversité de nanomatériaux utilisables pour cela avec des tailles et des formes diverses.
Les plus utilisés et décrits sont les matériaux a base de nanoparticules métalliques ou de
nanotubes de carbone. Les propriétés uniques de ces différents types de nanomatériaux
leur conferent de nouvelles caractéristiques optiques, catalytiques, électriques,
magnétiques, thermiques, mécaniques ou diagnostiques. Ces caractéristiques rendent
les nanomatériaux supérieurs et indispensables au développement de nouvelles sondes
pour des applications biologiques, environnementales, etc. Ces applications qui en
découlent sont principalement accés sur I'amplification du signal et la détection de
molécules présentes en faible quantité. Le tableau 2 regroupe de maniere non exhaustive
différents exemples de matériaux nanostructurés utilisés a des fins analytiques. Il apparait
que les nanomatériaux permettent d’atteindre des LOD intéressantes et sont applicables

a un large panel de molécules.

TABLEAU 2 : EXEMPLES DE MATERIAUX NANOSTRUCTURES UTILISEES POUR LA QUANTIFICATION SPECIFIQUE D'ANALYTES.

Nanomatériau Analyte Principe LOD Réf
ADN. acide Immobilisation sur du verre de
Nanotube de carbone P . carbone pour une amplification 100.10%nM [118]
nucléique et purine du signal

Immobilisation sur une matrice
de polystyréne. Activité
Nanoparticules d’argent Glucose catalytique des nanoparticules 5.10 nM [119]
avec oxydation du glucose et
suivi ampérométrique

Immobilisation sur membrane

en nitrocellulose afin de

marquer I'anticorps de la

morphine

CdSe/ZnS quantum dots Morphine 1 nM [120]
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Nanotubes de polymere Immobilisation sur une micro
(Polypyrrole . électrode permettant une
fonctionnalisé par un Thrombine sélectivité pour la thrombine 50nM [121]
acide carboxylique) dans du plasma
Le dendrimére est
Poly(amidoamine) Bactérie Gram + fonctionnalisé pour étre 2.3.105 CFU/ML [122]

(PAMAM) dendrimére sélective des bactéries a gram

+, analysée en turbidimétrie.

Immobilisation des nanotubes

Nanotubes de carbone de carbone sur membrane en
fonctionnalisés par des Caféine Nylon par dip-coating. Filtration 2nM [123]
micelles de I'échantillon et adsorption de

la caféine sur la membrane.
Immobilisation sur un capillaire
d eIectrophorese’capl_lque pour 2 UM [124]
augmenter la sélectivité et la
sensibilité.

Oxyde de Graphene Atropine

Ainsi, la diversité des applications précédemment décrites montre le champ
immense de possibilité de nouveau matériaux. Les dispositifs nanostructurés présentent
divers avantages par rapport a leur équivalent a I'état colloidal notamment en termes de
stabilité et de praticité. C’est ce type de dispositifs qui sera développé durant ce projet
pour la capture sélective de thiols afin de répondre aux mieux aux lacunes des différentes
méthodes décrites dans I'article 1. Pour cela, comme précisé précédemment, il faut définir

une méthode de nanostructuration ainsi que le type de nanomatériaux utilisé.

4. HYPOTHESE DE TRAVAIL

L’objectif de ce travail est de quantifier les espéces thiolées contenues dans leur
matrice d’origine (plasma, sang, boissons...). Cette quantification a été maintes fois
décrite tout d’abord avec des méthodes classiques puis a 'aide de nanomatériaux. Ces
méthodes souffrent des propriétés des thiols, a savoir une faible concentration, une
stabilité dépendante de leur environnement et une haute réactivité. Une grande diversité
de thiols existe rendant ainsi difficile la sélectivité au sein de ces matrices complexes.
L'utilisation de nanomatériaux permet d’améliorer la sélectivité mais sont associés a
d’autres problémes liés aux nanoparticules elles-mémes, tels que leur stabilité et les prés

traitement associés. L'idée est donc de se servir des nanomatériaux et des avantages
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associés en termes de sensibilité, sélectivité et spécificité tout en s’affranchissant des
problémes de stabilité. Pour cela, il est possible d’'immobiliser ces nanoparticules sur un
support afin d’augmenter leur stabilité et de les rendre indépendantes de I'environnement
extérieur. L’intérét d’un tel dispositif est de capturer spécifiquement ces thiols vis-a-vis
d’autres molécules ne présentant pas ce groupement et pouvoir les identifier et quantifier
(Figure 6). Le choix des AuNP semble le plus judicieux. En effet, la grande majorité des
nanomatériaux utilisé pour la détection de thiols concerne les AuUNP. Ce choix s’explique
et se justifie par les interactions qu’il existe entre I'or (a I'état nanoparticulaire ou non) et
la fonction thiol [125]. L'énergie liant ces deux groupements (40-50 kcal/mol [125]) est
considérée comme covalente ou presque en fonction de la littérature. Ainsi, I'or semble
un choix intéressant et son emploi a I'état nanoparticulaire et non macroscopique permet
d’autres avantages. En effet, I'or a I'état nanométrique acquiert de nouvelles propriétés

par rapport a I'or a I'échelle macroscopique [126] :

- Catalytiques dues aux phénomeénes de surface (surface spécifique élevée)
- Optiques dues aux effets de confinement (résonance plasmonique de surface)
- Electroniques du fait du confinement quantique.

- De modification de surface par le biais de différents ligands.
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FIGURE 6: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU DISPOSITIF NANOSTRUCTURE A BASE D’AUNP POUR LA CAPTURE ET
L’ANALYSE SPECIFIQUE DE THIOLS.

En utilisant ces nanoparticules plutét que I'or métallique, cela permettrait d’avoir un
systeme spécifique des thiols au regard des autres molécules mais également d’obtenir
une surface spécifique plus importante. Ceci génére un grand nombre de sites de liaison
possible permettant une plus grande surface d’échange. Enfin, un des intéréts a utiliser
I'or nanoparticulaire est le faible colt. En effet, les AUNP synthétisées au laboratoire sont,

selon le mode de synthése, moins onéreuses que I'or massif.

Ces AuNP constituent le cceur du dispositif nanostructuré. Les méthodes de
nanostructuration pour développer le dispositif sont nombreuses comme le montre ce
chapitre. Cette multiplicité est liée aux diverses possibilités de fonctionnalisation des
AuNP. Parmi les méthodes décrites, la méthode du layer-by-layer est |la plus utilisée car
« simple » a mettre en ceuvre, applicable a beaucoup de surface et permettant d’obtenir

un dépot homogene. C’est donc ce procédé qui sera adapté pour ce projet.

Le développement, la caractérisation ainsi que I'utilisation de ce dispositif a travers

diverses applications seront développées dans les prochains chapitres.

46



Chapitre 1

47



Chapitre 1

48



CHAPITRE 2

49



50



Chapitre 2

1. LES SUPPORTS NANOSTRUCTURES

Au cours de ces dernieres années, le nombre de publications décrivant
l'incorporation de nanomatériaux dans différents domaines a augmenté de maniére
exponentielle. Les nanoparticules apparaissent en effet comme une réponse potentielle
a certains problémes des matériaux, capteurs ou sondes actuels en raison de leurs
propriétés liées a I'échelle nanométrique. En effet, a ces tailles, les nanosystémes
peuvent présenter des propriétés intéressantes et utiles liées a leur surface spécifique,
leur réactivité, leur stabilité, leur activité catalytique, leur biocompatibilité ou leur
conductivité. Ainsi, la combinaison entre un matériau traditionnel et un nanomatériau
permet d’offrir de nouvelles fonctionnalités au matériau d'origine. Pour cela, des progres

ont été faits afin de créer ce que I'on appelle des dispositifs nanostructurés [127].

L’arrivée de nouvelles propriétés dues a l'ajout de nanomatériaux a un matériau
traditionnel a fait émerger de multitudes d’applications dans de nombreux domaines. Cela
vient répondre a des problématiques non résolues par les méthodes traditionnelles ou
simplement améliorer ce qui existe déja. Les domaines d’applications sont variés allant
du domaine agroalimentaire [128] au domaine médical [129] en passant par I'énergie
[130]

L’'un des principaux intéréts de l'utilisation de nanomatériau est d’augmenter les
performances des méthodes analytiques actuelles pour la détection de molécules
d’intérét. Les applications qui en découlent sont fonctions des interactions qui existent
entre I'analyte et les nanoparticules ou des propriétés intrinseques aux nanoparticules.
Parmi elles, on retrouve la Diffusion Raman Exaltée par Surface (SERS) utilisant des
substrat nanostructurés, généralement métalliques (AuNP, AgNP ou CuNP) qui vont
amplifier le signal des analytes faiblement concentrés [131,132]. Ces méthodes sont
largement décrites et notamment pour la détection de petites molécules [133],
d’oligonucléotides [134] et de protéines [135]. D’autres applications sont également
largement décrites telles que I'utilisation de nanoparticules pour de la Résonance
Plasmonique de Surface (SPR) [136], le revétement de Microbalance a Cristal de Quartz

(QCM) [137] ou encore limmobilisation dans des barcodes moléculaires [138].
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L’ensemble de ces systémes tire profit des propriétés des nanoparticules afin de
répondre a des exigences de plus en plus élevées concernant 'analyse de traces de
macro et petites molécules. Ces nanocapteurs sont pour la plupart constitués de
nanoparticules métalliques qui présentent des interactions lumiére-matiére intéressantes
et des capacités a fixer spécifiquement certains types de ligands. Ceci permet le
développement de nouvelles méthodes hautement sensibles et spécifiques.

Parmi les différentes applications décrites dans la littérature, il n’est pas rare de
trouver des capteurs contenants des AuNP avec un ligand thiol pour la détection de
molécules [139,140]. En effet, il est largement admis que [interaction entre un
groupement thiol et I'or (a I'état nanoparticulaire ou non) met en jeu une énergie de liaison
proche de celle d’'une liaison covalente (30-40 kcal/mol) [125]. La nature de la liaison Au-
S a beaucoup été étudiée [125,141-143] et beaucoup d’applications en découlent.
Celles-ci décrivent I'utilisation d’un ligand thiol qui va lier de fagon quasi covalente les
AuNP afin de créer une plateforme permettant la détection de molécules. C’est le choix
du ligand thiol qui va conditionner I'application et notamment I'analyte ciblé. Les thiols
peuvent également servir de point d’ancrage dans le but d'immobiliser les AUNP au sein
du dispositif [144]. |l est cependant beaucoup plus anecdotique de trouver des dispositifs
nanostructurés pour la détection de molécules thiolées. En effet, bien que la détection de
ces molécules a l'aide de nanoparticules colloidales soit largement développée (article 1

Chapitre 1), peu d’articles utilisent des matériaux nanostructurés.

Ce chapitre décrit le développement d'un dispositif nanostructuturé afin de
répondre a cette problématique de quantification et didentifications de molécules
thiolées. Ce dispositif immobilise des AUNP au sein d’un dispositif en cellulose régénérée
afin de détecter, de maniére spécifique et sans pré-traitement, des thiols contenus dans
différentes matrices, notamment biologiques (plasma de rat). Le dispositif sera aussi testé
vis-a-vis de S-nitrosothiols afin d’étudier son comportement avec une molécule thiolée
dont la fonction sulfhydrile serait déja engagée dans une autre liaison de plus faible
affinité. Ceci afin, dans un second temps, d’obtenir des éléments de réponse a la

problématique des donneurs de NO décrite au chapitre 1.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. NANOPARTICULES D'OR

L’'un des éléments essentiels de ce dispositif et qui en constitue la matiére
premiere sont les AuNP. Ces nanoparticules peuvent étre synthétisées de différentes
facons ou méme achetées directement dans le commerce. De nombreuses méthodes de
préparation des AuNP ont été rapportées, incluant a la fois des approches "top-down"
(manipulation physique) et "bottom-up" (transformation chimique) [145]. La réduction
chimique de sels d’or en présence d'agents stabilisateurs, pour générer des colloides d’or
a I'état rédox (0) dans des milieux agqueux ou organiques, est I'une des méthodes de

synthése les plus courantes [146].

2.1.1. SYNTHESE

Parmi I'ensemble des ligands décrits pour la stabilisation des AuNP, les ions
citrates sont les plus communément utilisés du fait de la simplicité du procédé de
synthese. La méthode a été mise au point par John Turkevich et al. en 1951 [147]. Celle-
ci permet d’obtenir de maniére simple des nanoparticules colloidales sphériques de taille
contr6lée en milieu aqueux. Le principe de ce protocole repose sur une réaction de
cristallisation. Pour cela, un sel précurseur d’Au(lll) est solubilisé dans I'eau sous la forme
d’un complexe [AuCls4] auquel on ajoute des ions citrates afin de réduire Au(lll) en Au(0).

Ce phénomene d’oxydoréduction permet d’obtenir I'or a son état d’oxydation nul.

Le protocole de synthése utilisé dans ce projet et maitrisé au sein du laboratoire
est une adaptation du protocole de Turkevich. En effet, le stabilisant et le réducteur sont
deux molécules distinctes. Le citrate de sodium (2,4 mmol) est utilisé comme stabilisant

du sel d’or puis la réduction d’Au(lll) (12,7 umol) en Au(0) est obtenue par ajout de
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borohydrure de sodium (NaBHa4, n = 20,0 umol) (Figure 7). La réaction est effectuée sous
atmosphére inerte (N2) dans un réacteur de forme cylindrique (schlenk) avec une

agitation de 250 rpm.
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FIGURE 7: SYNTHESE DE NANOPARTICULES D’OR.

2.1.2. CARACTERISATION

Les AuNP colloidales ainsi obtenues sont contrélées et caractérisées a travers la

mesure de différents parameétres physicochimiques :

- L’existence d’'une bande de résonance plasmonique par mesure de I'absorbance
de la solution d’AuNP en spectrophotométrie UV-Vis. Cette bande plasmon
correspond a la longueur d’onde pour laquelle I'absorbance est la plus importante
(Amax), elle dépend de la taille des nanoparticules et est corrélée a la concentration
(Figure 8A).

- Le diamétre hydrodynamique (Dn) des nanoparticules par mesure de la diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) (Figure 8C). Ce Dncorrespond au diameétre du
corps métallique de la NP, son ligand et la couche de solvatation associée. La
mesure se fait par mesure de la diffraction de la lumiére par les nanoparticules du

fait du mouvement brownien qui les animent. Selon la taille des NP, la lumiére va
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diffuser différemment. L’équation de Stokes-Einstein permet de relier le Dn de la
nanoparticule a son coefficient de diffusion. Le résultat obtenu peut étre exprimé
selon 3 modes : en intensité, en nombre et en taille. Ceci permet une allure du
profil de distribution des tailles des particules. La distribution fondamentale de taille
obtenue par DLS est une distribution en intensité qui peut étre ensuite convertie
en une distribution en volume gréce a la théorie de Mie, puis en une distribution
en nombre, ceci a condition de travailler avec des particules sphériques.

- Le diametre de coeur (Dc) est obtenu par microscopie électronique a transmission
et correspond au diameétre du coeur métallique di uniquement a I'or (Figure 8B).

- Le potentiel zéta par électrophorése laser Doppler, couplée a la DLS. Ce potentiel
rend compte de la charge des nanoparticules, di dans le cas des AuNP-citrate,
aux charges négatives conférées par les ions citrates (Figure 8D). La mesure de
cette charge consiste a soumettre les nanoparticules a un courant électrique qui

va induire leur migration vers 'anode.
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FIGURE 8: CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES AUNP COLLOIDALE PAR SPECTROPHOTOMETRIE (A), TEM (B),
DIFFUSION DYNAMIQUE DE LA LUMIERE (C) ET ELECTROPHORESE LASER A EFFET DOPPLER (D).
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La conformité des lots d’AuNP repose sur la mesure de ces parametres (SPR,
potentiel zéta et Dn et Dc) et leur conformité vis-a-vis des spécifications mises en place
au sein du laboratoire tableau 3 [103]. Pour cela, les différents lots d’AuNP synthétisés
sont contrélés avec les techniques décrites précédemment (tableau 3). Une fois jugées
conformes, elles peuvent étre utilisées. Comparés aux spécifications, les lots utilisés
présentent un potentiel zéta supérieur mais ceci n’influe pas sur lefficacité de

nanostructuration puisque les résultats obtenus sont reproductibles.

TABLEAU 3: CONTROLE QUALITE DES AUNP (EVALUE SUR 147 LOTS) PAR RAPPORT AUX SPECIFICATIONS MISES EN
PLACE AU LABORATOIRE [103].

Spécifications Lots utilisés
Longueur d’onde de la SPR Anax (Nm) 514,0 +1., 512,0+£2,0
Potentiel zéta (mV) -32,6 £0,7 -20,0£7,0
Volume 6,5+0,9 6,2+1,3
Dy (nm) Nombre Non défini 52+1,1
Intensité Non défini 71+1,0
Diamétre de coeur (nm) 53%1,1

Ces AuNP constituent la matiere premiére essentielle a la construction du dispositif
nanostructuré. Celles-ci, une fois synthétisées et contrélées seront immobilisées au sein

du support choisi.

2.2. NANOSTRUCTURATION DES MEMBRANES

La création du dispositif nanostructuré nécessite des AuNP, un support sur lequel
elles seront immobilisées ainsi qu'une technique de nanostructuration adaptée. Ces trois

éléments sont détaillés ci-dessous.
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2.2.1. LES MEMBRANES

Les membranes utilisées pour la nanostructuration sont composées d’une
membrane en cellulose régénérée (Chromafil®) insérée dans un dispositif filtre seringue
en polypropyléne, le tout provenant de chez Macherey-Nagel. Les caractéristiques des
membranes sont un diameétre de 2,2 cm pour une surface de 3,8 cm? (Figure 9). La
porosité peut varier de 0,20 a 5,00 um. Les filtres ont une capacité volumique, c’est-a-

dire une contenance maximale, de 500 pL qui est fixé comme volume de travail pour

'ensemble de ce projet.

Contenance
volumique

FIGURE 9: MEMBRANE EN CELLULOSE REGENEREE UTILISEE POUR LA NANOSTRUCTURATION.

Différentes porosités ont été étudiées : 0,20 um, 0,45 um, 0,80 pm, 1,20 pm et
5,00 um.

2.2.2. LES NANOPARTICULES D’OR

Les nanoparticules synthétisées au sein du laboratoire sont stabilisées par des
ions citrates, leur conférant une charge globale de surface négative (-20 + 7 mV). La
concentration des nanoparticules est calculée a partir de I'absorbance de leur bande
plasmonique de surface grace a la loi de beer Lambert et connaissant le coefficient

d’absorbance molaire des AuNP (g = 1.2 10° M".cm™) [148]. Ainsi, sur I'ensemble des
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147 lots synthétisés, la concentration moyenne en AuNP était de 58,9 + 5,6 nM. Ces
nanoparticules ont une stabilité d’environ 1 mois qui peut étre augmenté a plus d’'un an
lorsqu’elles sont immobilisées sur un support, comme cela a déja été démontré [149].
Ainsi, lI'immobilisation permet d’'une part d’augmenter la stabilité des AuNP mais
également de s’affranchir des contraintes liées a I'environnement qui peuvent nuire,

notamment en termes de méthodologie analytique.

2.2.3. CONDITIONS DE NANOSTRUCTURATION

La procédure d’immobilisation utilisée est dérivée de la technique layer-by-layer
décrite au chapitre 1. En effet, la technique du layer-by-layer est une succession de
dépobts d’électrolytes aux charges opposées. Dans le cadre de ce projet, I'objectif est
d'immobiliser le plus d’AuNP possible, I'ajout de plusieurs couches de polymere
augmenterait le nombre d’AuNP au sein des couches mais rendrait inaccessible les
précédents dépbts d’AuNP [149]. Celles-ci seraient donc non disponibles pour fixer de
thiols. Ainsi, une seule couche de polyélectrolyte est déposée afin de conditionner la
membrane et favoriser I'immobilisation des AuNP. La technique se décompose donc en

deux étapes permettant 'immobilisation des nanoparticules synthétisées Figure 11.

La premiere concerne le conditionnement de la membrane (Figure 11A)
permettant de conférer des charges positives a la membrane considérée comme
chimiquement inerte. Pour cela, un polymére d’accroche chargé positivement est
imprégné sur la membrane pendant 10 min. Cette étape de conditionnement de surface
est réalisée une seule fois. Le polymere utilisé est le poly(hydrochlorure d'allylamine)
(PAH 10 mg/mL, pKa = 8,7), puisque au pH de travail (7,4) celui-ci posséde des charges
positives du fait de ses fonctions amine primaire (Figure 10). S'ensuit des étapes de
ringage composées de 10 mL d’eau ultrapure (>18.2 MQ cm) et 10 mL de tampon Tris-
HCL pH 7,4. Cette derniere étape a pour but d’ioniser le polymére afin de rendre

disponible des charges positives pour 'encrage des AuNP.
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pKa=8,7
 HCI ‘ ’ * HCI
NH,* ] NH, ]

FIGURE 10: INFLUENCE DU PH SUR LA CHARGE GLOBALE DU PAH.

La seconde étape est la phase dimmobilisation des AuNP (Figure 11B).
L’immobilisation des AuNP se fait par interactions électrostatiques entre les
nanoparticules chargées négativement et le PAH chargé positivement. Pour cela, 500 pL
d’'une solution d’AuUNP est déposée sur la membrane et laissée en contact pendant 10
min avant d’étre éluée. La densité d'immobilisation est augmentée en réitérant les étapes
de ringage et de dépdt d’AuNP. Dans ce chapitre, des valeurs de 5 - 10 - 15-20 et 25
cycles d’AuNP ont été étudiés.

(A) ~ (B)

hydrochlorure de AuNP
poly(allylamine) 58,9+ 5,6 nM

Conditionnement Rincage : Immobilisation Rincage :
de surface : PAH H,O et Tris/HCI AuNP H,O et Tris/HCI
pH 7,4 pH 7,4

Répéter x cycles

FIGURE 11: METHODOLOGIE D’IMMOBILISATION DES AUNP COLLOIDALES SUR UN FILTRE SERRINGUE, BASE SUR
LES INTERACTIONS ELECTROSTATIQUES ENTRE LE POLYMERE D’ACCROCHE (CHARGE POSITIVEMENT) ET LES
AUNP (CHARGEES NEGATIVEMENT).
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La filtration de 'ensemble des solutions (PAH, Tris/HCI, AuNP et eau) se fait a
l'aide d’'un dispositif de mise sous vide. En effet, la résistance a I’écoulement engendrée
par la construction de la nanostructuration de la membrane rend difficile la filtration
manuelle. Cette technique a aussi vocation d’augmenter la production de filtres
nanostructurés. Ainsi, 16 filtres nanostructurés peuvent étre produits simultanément. La
pression ainsi que le débit de la pompe a vide ne sont fixés, mais sans impact sur la

reproductibilité des résultats.

2.3. CARACTERISATION DE LA NANOSTRUCTURATION

Les filtres ainsi nanostructurés sont étudiées a travers diverses techniques afin de
caractériser chaque étape de la production. Ainsi, le dépét de PAH, d’AuNP, le nombre
de cycles et les temps de dépobts ont été analysés. Ceci afin de maitriser et d’optimiser

chaque parameétre.

2.3.1. QUANTIFICATION DES NANOPARTICULES D’OR IMMOBILISEES

Différents paramétres peuvent influer sur la quantité d’AuNP immobilisées tels que
I'étape de conditionnement de la membrane ou le nombre de dépo6ts d’AuNP. Afin de
déterminer les conditions optimales pour chaque paramétre, il convient de déterminer le
nombre d’AuNP immobilisées correspondantes. Pour cela, la méthode de quantification
des AuNP utilisées est adaptée d'une méthode développée et validée au sein du
laboratoire (Figure 12) [150]. Brievement, les filtres sont ouverts afin de récupérer la
membrane, qui est ensuite découpée en morceaux et déposée dans une solution de Brz
qui va oxyder les AuNP, passant de Au® a AuCls". Sous cette forme ionique, une paire
d’ions va se former avec la Rhodamine B (Rho*). Une solution de diisopropyléther est
ajoutée au mélange réactionnel afin d’extraire la paire d’'ions formée par extraction

liquide-liquide en prélevant la phase organique. Cette phase organique est ensuite
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évaporée a sec avec du diazote et les résidus redilués dans la phase mobile avant
analyse en HPLC a 555 nm.
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Sous Ny - S
15 min

HPLC

Evaporation
du solvant } E>
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FIGURE 12: DOSAGE DE L’OR PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE PAR APPARIEMENT D’ION.

La quantité de nanoparticules immobilisées dépend également du temps de dépbt
de chaque étape (PAH et AuNP). Selon la cinétique d’adsorption, la quantité déposée
peut varier. Pour connaitre le temps nécessaire a une compléte interaction entre la

membrane et les différents composés, une micro balance a cristal de quartz est utilisée.

2.3.2. ETUDE DE L’ADSORPTION DES NANOPARTICULES D’OR PAR MICROBALANCE A
CRISTAL DE QUARTZ (QCM)

La méthode QCM est basée sur les propriétés piézo-électriques d’'un quart qui une
fois parcouru par un champ électrique va vibrer dans un mode de résonance mécanique.
Cette fréquence peut étre mesurée en direct et varie proportionnellement a I'épaisseur et
a la densité de masse déposée en surface du cristal. Les mesures QCM sont effectuées
avec un instrument E1 QCM-D (Q-Sense, Suede) a une température de 21 °C et des
cristaux de quartz recouverts d’or (50 nm, fréquence de résonance de 5 MHz) de Q-
Sense sont utilisés. Les cristaux sont d'abord nettoyés a l'aide d'un nettoyeur a plasma
(PDC-32G-2 Harris Plasma, Etats-Unis) pendant 15 min. Les différents dépots (PAH et
AuNP) sont ensuite réalisés a l'intérieur de la chambre QCM et introduits a un débit de
250 pL/min jusqu’a atteindre des fréquences stables. Le cristal est excité a sa fréquence

fondamentale (environ 5 MHz) et I'observation se fait a la troisieme harmonique (v3).
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Cette technique appliquée a la membrane nanostructurée, en collaboration avec
'INSERM unité 1121 de Strasbourg, permet de déterminer le temps de dépdt nécessaire
pour une interaction complete et maximale durant I'étape de conditionnement et
d'immobilisation d’AuNP.

2.4. PRINCIPE DU DISPOSITIF

2.4.1. METHODOLOGIE

Une fois optimisé en termes de nanostructuration, le dispositif nanostructuré a pour
vocation a étre utilisé afin de lier spécifiguement les thiols et les analyser dans un second
temps. C’est pourquoi, une fois nanostructuré, le dispositif est prét a étre utilisé selon la
stratégie illustrée Figure 13. Celle-ci se divise en deux étapes et repose sur laforte affinité
qu’il existe entre I'or et les thiols. La premiére, est une phase d’adsorption durant laquelle
les thiols vont entrer en contact avec les AUNP immobilisées et s’y lier par formation de
liaisons de forte énergie. Concrétement, 500 pL d’échantillon contenant les thiols sont
filtrés a travers la membrane. Afin de déterminer la cinétique de formation de Ia liaison

AuNP-thiol, différents temps d’'imprégnation ont été testés : de 0 a 120 min.

La seconde étape, phase de désorption, consiste en une réaction par échange de
ligand entre les thiols précédemment adsorbés et une molécule de plus forte affinité pour
les AuNP. Cette molécule, le dithiothréithol, possédant 2 fonctions thiols, est couramment
décrite dans la littérature pour de la désorption de thiols préalablement adsorbés sur des
AuNP. Ainsi, 500 pyL de dithiothréitol (DTT) (50 mM) sont filirés avec un temps
d’'imprégnation de 0 min, correspondant a une filtration directe. Le relargage de thiols

généré peut ensuite étre caractérisé.
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Prélévement Phase d’adsorption Prélévement Phase de
échantillon des thiols dithiothréitol désorption

FIGURE 13: METHODOLOGIE D’UTILISATION DU DISPOSITIF NANOSTRUCTURE. PROCESSUS COMPOSE DE DEUX
ETAPES (ADSORTPION ET DESORPTION) SUIVI D’UNE QUANTIFICATION DES ESPECES THIOLEES EN HPLC.

2.4.2. QUANTIFICATION ET IDENTIFICATION

Ces phases d’adsorption et de désorption de thiols constituent la méthodologie
globale d'utilisation du dispositif et seront utilisées tout au long de ce projet que ce soit
pour des matrices simple ou complexe comme le plasma. C’est également la méme
stratégie qui est appliquée pour la caractérisation du dispositif vis-a-vis des S-

nitrosothiols.

2.5. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUE

L’étude de I'efficacité du dispositif sur échantillons biologiques a été réalisée sur

du plasma de rat. Celui-ci provient de rats Wistar et est fourni par ’Animalerie du Campus
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Brabois Santé (ACBS). Les expériences et le prélevement ont été réalisés conformément
aux lignes directrices de la Communauté européenne (2010/63/UE) pour I'utilisation des
animaux de laboratoire. Des rats Wistar males de 280 a 350 g (Charles River, France)
ont été utilisés. Pour obtenir les échantillons de sang artériel, les rats ont été anesthésiés
(a partir de 15 minutes avant I'’heure de prélevement) avec de lisoflurane (4 % dans du
dioxygéne 2 L/min). Aprés anticoagulation (500 Ul d’héparine sodique, administration
intraveineuse), une laparotomie a été pratiquée afin d’accéder a I'artére abdominale. Le
sang a été prélevé directement dans l'artére par un court cathéter en PTFE (Intraflon 2,
Vygon, France) et collecté dans des tubes Vacutainer (Becton Dickinson, USA) contenant
de I'’héparine-lithium. Le plasma est obtenu par centrifugation (10 000 x g, 15 min, 4 °C)
et conservé a -80 °C. Les rats proviennent de la saisine BisNitroVivo APAFIS #15598-
2018061619129620 v3.

L’objectif a terme du dispositif est de quantifier les thiols dans des matrices
complexes telles que le plasma sans phase de prétraitement. Ainsi, une fois préleve, le
plasma est dilué au 1/10e dans la phase mobile et surchargé en NAC ou GSH (0 a 50 uM
final). Cette derniére solution est ensuite directement filirée a travers la membrane
nanostructurée selon le protocole décrit précédemment. Pour cela, 500 uL sont filtrés
directement a travers le dispositif et le filtrat est analysé par HPLC avec la méthode

développée et décrite dans ce chapitre.

A chacune des deux étapes, la caractérisation lors de l'adsorption et de la
désorption passe par I'identification et la quantification des thiols présents apres filtration.
Ainsi, pour déterminer les performances du dispositif, les filtrats sont analysés. La ou les
méthodes utilisée(s) différent en fonction des espéeces présentes.

2.6. STRATEGIES ANALYTIQUES

La forte réactivité des thiols et S-Nitrosothiols engendre une multitude de réactions
possibles (Figure 14). Ceci souligne la complexité des différents mécanismes mis en jeu.

En fonction des especes présentes, différentes stratégies analytiques seront
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développées. L’ensemble de ces méthodes est détaillé ci-dessous. La présence de
RSNO peut mener a des réactions de dénitrosation associées a la formation de deux
radicaux : thiyl et NO. Ces molécules étant trés peu stables et vont donc rapidement
réagir afin de former des produits plus stables chimiquement. Dans le cas du radical thiyl
(RS"), celui-ci peut reformer un thiol réduit ou réagir avec un autre thiol réduit pour former
un thiol oxydé. Le NO qui possede une demi-vie de l'ordre de quelques secondes va

rapidement générer des ions nitrites puis des ions nitrates.

RSH RSNO } Spectrophotométrie Fluo

— T

HPLC UV @ {\<‘| / RT' NT' } Sonde spécifique NO

RSSR RSH NOZ‘} Spectrophotométrie Fluo

|

NO3-

FIGURE 14: SCHEMA REACTIONNEL DES ESPECES THIOLEES ET NITROSEES ET LEUR METHODES ANALYTIQUES
ASSOCIEES.

Chaque espéce présentée, dans la Figure 14, doivent étre identifiées et quantifiées

afin d’avoir une vision globale des phénoménes mis en jeu.

2.6.1. Quantification des thiols oxydés et réduits

La quantification des thiols a été réalisée de deux maniéres différentes : par
méthode spectrophotométrie UV-vis et HPLC UV-vis. La premiére est une des premiéres
méthodes de quantification de thiols réduits développée, la méthode d’Ellman qui met en
jeu la réaction du groupement thiol avec un réactif : le 5,5-dithio-bis-(acide 2-

nitrobenzoique) (DTNB) (Figure 15). Ce composé posséde un pont disulfure qui, en
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présence d’un thiol réduit, va se scinder en deux. L’'une des parties de la molécule va se
lier au thiol par son groupement thiol et l'autre, le 2-nitro-5-thiobenzoate (TNB2") est
détectable a 412 nm. Cette méthode est spécifique de la liaison thiol mais ne permet pas

une spécificité entre les thiols.

o /@‘:2 NO, NO,
-SH + S. OH +
R Holﬁg/ S R-Ss OH Hs OH
N 0

DTNB TNB,

FIGURE 15: SCHEMA REACTIONNEL D’UNE MOLECULE THIOLEE AVEC LE REACTIF D’ELLMAN EN SPECTROMETRIE
UV-VIS.

Pour quantifier et identifier NAC et GSH, une méthode HPLC en phase inverse par
appariement d’'ions a été développée et validée comme décrit dans ICH Q2(R1) [151]. La
quantification est obtenue par appariement d’ions entre I'octylsulfate de sodium et les
thiols et observée a 205 nm. Le systéme est composé d’'une colonne C18 (250 mm, 4,6
mm et 5 um de porosité), un four de colonne réglé a 40°C, une pompe a 2 mL/min et une
boucle d’injection de 100 pL. La phase mobile est un mélange d’octylsulfate de sodium
(10 M) et d’acétonitrile (97,0/3,0 V/V) a pH 3,0. L’élution se fait en mode isocratique et
meéne a des temps de rétention de 3,8 min et 5,5 min pour GSH et NAC respectivement
(Figure 16).
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FIGURE 16: CHROMATOGRAMMES DE GSH (A) ET NAC (B) POUR DES CONCENTRATIONS COMPRISES ENTRE 0,5 ET
50,0 pM.

Pour la quantification du GSSG, la méthode HPLC utilisée s’inspire de celle décrite

précédemment, avec un temps de rétention du GSSG a 8 min.

2.6.2. QUANTIFICATION NO, IONS NITRITES ET RSNO

Le NO peut étre quantifié de maniére directe avec une sonde spécifique. Cette
quantification doit étre faite rapidement afin d’éviter la conversion du NO en ion nitrite et
nitrate. L’électrode permet de mesurer les variations de potentiels, induites par
l'introduction de NO et proportionnelles a sa concentration. Cette sonde est composée
d’'une membrane polymérique perméable aux gaz et spécifique du NO. Le NO ayant
traversé la membrane vient s’oxyder au contact de I'électrode de travail ce qui génére un
potentiel électrique [152]. La sonde (ISO-NOP Macrosensor, World Precision
Instruments) est reliée a un potentiométre (TBR 1025 World Precision Instruments).
L’acquisition des données est obtenue par le module d’enregistrement (Lab-Trax-4/16)
couplé au logiciel LabScribe. La gamme d’étalonnage en NO® est obtenue a partir de la

réduction du GSNO par des ions ascorbates et est comprise entre 5 et 100 uM.
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La demie vie du NO étant trés faible (quelques secondes), la quantification d’un
de ses dérivés (ions nitrites et nitrates), permet une vision plus précise de la quantité de
NO initialement présente. Pour cela, une méthode de spectrofluorimétrie est utilisée.
Cette méthode se base sur la réaction entre un réactif non fluorescent, le 2,3-
diaminonaphthalene (DAN), et I'ion nitrosonium (dérivé des ions nitrites) afin de former le
2,3-naphthotriazole (NAT), détectable en fluorescence a 570 nm avec une LOQ de 0,5
UM (Figure 17) [153]. La quantification des RSNO mets en jeu une étape supplémentaire

impliquant du chlorure de mercure et visant a former des lons nitrosonium.

375 nm /,A\ Y 415 nm
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FIGURE 17: REACTIONS IMPLIQUEES DANS LE DOSAGE DES IONS NITRITE ET DES S-NITROSOTHIOLS DANS LE
DOSAGE PAR LA METHODE FLUORIMETRIQUE DE DAN.

Brievement, les échantillons sont dilués dans un tampon acéto-acétique (1,75 M ;
pH = 2,5) pour un volume final de 200 uL. Pour le dosage selon Griess, 40 yL d’une
solution de sulfanilamide 0,6 % (m/V), préparée dans de 'acide chlorhydrique (HCI) 0,4
M, sont ajoutés aux échantillons dilués. Aprés 3 minutes d’incubation a température
ambiante, 10 pL de N-(1-Naphtyl) éthylénediamine (NED) 0,6 % (m/V), également
préparé dans I'HCI 0,4 M, sont ajoutés. La mesure est réalisée apres 5 minutes
d’incubation a température ambiante a 570 nm avec un lecteur de microplaque EL-800
Biotek.

La mesure des RSNO repose sur le méme dosage selon la méthode Griess-
Saville. Une étape supplémentaire est ajoutée afin de dénitroser les RSNO et quantifier
les ions nitrites ainsi générés. Pour cela, du chlorure de mercure a 0,2 % (m/V) est ajouté
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ala solution de sulfanilamine. La concentration en RSNO est donc obtenue par différence
entre la concentration mesurée en Griess-Saville, correspondant aux ions nitrites
initialement dans le milieu, et celle mesurée en Griess avec les ions nitrites du milieu et

ceux issus de la dénitrosation de RSNO (Figure 18).

NOZ' » Méthode Griess
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FIGURE 18: METHODE DE QUANTIFICATION DES ESPECES NITROSEES PAR LA METHODE DE GRIESS-SAVILLE.

Les gammes d’étalonnages pour la mesure d’ion nitrite et RSNO sont réalisées
dans une solution tampon phosphate 0,15 M, pH 7,4 (PBS) avec du nitrite de sodium et

du GSNO, respectivement (tableau 4).

TABLEAU 4: PARAMETRES DE VALIDATION DES COURBES STANDARD POUR LES S-NITROSOTHIOLS (RSNO) ET LES
IONS NITRITES (NO.-) DANS UN TAMPON PHOSPHATE PH 7,4 (N=3)

Gamme d’étalonnage Equation de droite R2
(HM)
NO2 0,1-2,0 Y = (1810 £ 138) x + (465 + 73) 0,99
RSNO 0,1-2,0 Y = (1549 £ 156) x + (498 + 173) 0,99

L’addition de lI'ensemble de ces méthodes permet une vision globale des
differentes espéeces présentes afin d’appréhender les mécanismes mis en jeux et

caractériser le dispositif nanostructuré.
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3. DEVELOPPEMENT DU DISPOSITIF

3.1. CHOIX DU DISPOSITIF

L’objectif est de se servir de I'affinité existant entre les AuNP et les thiols afin de
les adsorber de maniere sélective et permettre leur quantification. Pour cela, une preuve
de concept a été faite sur des AuNP colloidales afin de rendre compte de la véracité de

cette interaction.

Une solution de NAC a 30 uM a été mélangée a une suspention d’AuNP et la
mesure en spectrophotométrie de la NAC restant en solution montre un taux de capture
AuNP-NAC de 90%. Ces résultats encourageants confirment l'interaction entre les deux
especes et sont en adéquation avec la littérature mais sont contrebalancés par des
contraintes techniques. En effet, un temps de centrifugation de 90 min a 42 000 g est
nécessaire avant quantification des thiols restant en solution. Le surplus de NAC et les
AuNP doivent étre séparés avant analyse pour ne pas interférer lors de la mesure en
spectrophotométrie. Dans le cas de la méthode d’Ellman, les spectres des AuNP et du
TNB2 interférent I'un avec 'autre. A cela s’ajoute un probléme de temps de stabilité des
AuNP colloidales, qui est d’environ un mois [103], et ce dans leur environnement de
synthése. Cela pose deux problémes, leur utilisation dans ce laps de temps, ce qui ne
permet pas de constituer un stock et des problemes de stabilité en fonction de la matrice
utilisée.

Comme cela a déja été mentionné, pour pallier ces différents points, les AuNP
peuvent étre immobilisées sur un support. Sous cette forme, les AuNP sont
indépendantes de I'environnement extérieur et leur stabilité est prolongée jusqu’a un an
[149]. C’est pourquoi ce projet s’articule autour de la création d’'un dispositif nanostructuré
permettant de s’affranchir des inconvénients cités précédemment. Ce dispositif permet
de tirer profit de la forte affinité entre les AUNP et les thiols a travers un systéme pratique

a la facon d’'une sonde.
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Pour cela, un premier dispositif nanostructuré a été créé en immobilisant des AuNP
sur des lames de verre en adaptant la méthode « layer-by-layer ». Ces lames ont été
mises en contact, comme précédemment, avec une solution de NAC a 30 uM afin
d’étudier son adsorption sur les NP. Il en ressort qu’il n'y a pas diminution de la NAC en
solution comme c’était précédemment le cas avec les AuNP colloidales. Ceci traduit une
absence d’adsorption sur les AUNP immobilisées sur la lame. Parallelement a cela, une
augmentation du temps de demi-vie d’'un facteur 10 (de 9h a 83,5 h) de la NAC a été
mise en évidence par rapport au contréle sans lame nanostructurée. Ceci a permis de
démontrer les propriétés antioxydantes des nanoparticules immobilisées sur une surface
[154]. La transposition de I'effet des AuNP sur les thiols par immobilisation sur lame de
verre n’était donc pas un bon modeéle. De plus, ce support ne constituait pas un dispositif

facile a prendre en main et adapter aux traitements d’échantillons.

Ainsi, le cahier des charges a évolué vers un autre support possédant une
organisation tridimensionnelle et permettant un traitement d’échantillon simple et rapide.
Tout ceci afin d’obtenir une grande densité d'immobilisation et une meilleure surface

spécifique et d’échange avec le milieu.

Parmi les matériaux couramment utilisés pour la nanostructuration, les substrats
en papier ont suscité une attention particuliere ces dernieres années [155]. En effet, le
papier est un matériau disponible de maniere abondante, a faible cout, |éger, recyclable
et modulable sous différentes formes. De plus, sa structure poreuse et ses propriétés de
surface rugueuses et absorbantes facilitent la fonctionnalisation de surface par des
nanomatériaux ainsi que la diffusion d’analytes. Par ailleurs, les surfaces cellulosiques
peuvent étre modifiées avec divers groupements fonctionnels afin de leur conférer de
nouvelles propriétés. Ces dernieres années, la cellulose fonctionnalisée a beaucoup été
utilisée pour la construction de systémes diagnostique miniature tels que des systémes
de micro fluidique ou pour de I'extraction sélective a travers des dispositifs SPE (Solid
Phase Extraction) [156,157]. Parmi les matériaux les plus décrits pour la
fonctionnalisation de cellulose, on retrouve les métaux nobles [158], les oxydes de
métaux [159], les nanomatériaux a base de carbone [160] et les polyméres [161]. Les
AuNP sont largement décrites pour la fabrication de matériau nanostructuré avec pour
majorité une préparation par synthése in situ, dip coating ou layer-by-layer [162]. Ces
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deux derniéres méthodes sont les plus répandues, car I'interaction entre la cellulose et

des AuNP chargées négativements forme une liaison de forte affinité.

En se basant sur cela, une membrane en cellulose régénérée a été retenue
comme support pour ce projet. Celle-ci est classiquement utilisée en laboratoire pour
filtrer des échantillons tels que des solvants ou encore des préparations hospitalieres. Ce
matériau possede les mémes propriétés que I'acétate de cellulose, a savoir un faible taux
d’adsorption non spécifique et protéique (selon la fiche produit du constructeur), une
compatibilité avec la plupart des solutions aqueuses, mais présente également une
bonne résistance chimique aux solvants. C’est pour cela qu’il est couramment utilisé en
prétraitement des échantillons en HPLC. De plus, ce dispositif présente une porosité
permettant d’avoir une densité d'immobilisation plus importante du fait de la structuration
de la membrane. Enfin, la membrane étant insérée dans un dispositif type filtre seringue
en polypropylene, cela rend le traitement d’échantillon trés simple grace a une filtration
directe des échantillons a l'aide d’'une seringue. Ainsi, une fois les échantillons filtrés,
seuls les thiols seraient adsorbés sur la membrane et retenus tandis que le reste serait
élué.

Une fois le matériau choisi, les AUNP doivent y étre immobilisées. Pour cela, deux
solutions ont été envisagées. La premiére consiste en une immobilisation directe des
AuNP sur la membrane par simple filtration. Or, comme cela a été dit précédemment, la
cellulose interagit principalement de maniére forte avec les composés chargés
positivement. Ainsi, la seconde solution utilise un poly électrolyte positivement chargé
afin de fixer la membrane et permettre un point d’ancrage pour les AuNP chargées
négativement. Les AuNP sont ensuite déposées avec plusieurs dépbts pour former une
couche de nanoparticules. Ce dernier procédé est une adaptation de la méthode layer-
by-layer et se base sur des précédents travaux publiés au sein du laboratoire [163]. Les
résultats obtenus aprés immobilisation d’AuNP sans phase d’accroche montrent une
densité d'immobilisation de 7,2.10"% + 2,0 10" AuNP/cm? avec un coefficient de variation
d’environ 30%. Cela traduit des problémes de reproductibilité et de stabilité du film formé.
Ainsi, la seconde option, consistant a utiliser une phase d’accroche, a été retenue pour
la suite du projet. Les différents paramétres entourant cette nanostructuration a savoir le
poly électrolyte, le tampon utilisé lors des phases de ringage et les temps de dépdts ont
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été étudies. Ceci a pour but de déterminer les parametres menant a la plus grande

densité d'immobilisation tout en restant reproductible.

3.2. CHOIX DES CONDITIONS ET DU MODE OPERATOIRE

La construction d’un film d’AuNP avec une molécule d'accroche utilise
classiquement des polyméres avec une charge opposée au nano objet a immobiliser. La
question s’est donc posée du choix du polymére. Pour cela, une étude a comparé I'effet
de deux polymeres, PAH et Poly(éthylene imine) (PEI), et de deux solutions tampon,
Tris/HCI 0,15 M et PBS 0,15 M, sur la densité d'immobilisation d’AuNP et la stabilité du
film [163]. Il en ressort que la combinaison répondant le mieux aux deux criteres cités ci-
dessus est I'association du PAH avec le tampon Tris/HCI. En effet, il apparait que lors de
la nanostructuration, I'utilisation de PBS a tendance a déstabiliser le film d’AuNP du fait
de la présence d’'ions phosphate. D’autre part, la PEI présente plus de charges ce qui
conduit a des phénoménes d’agrégation altérant la stabilité du film. Le choix a alors été
fait de travailler avec PAH et Tris/HClI pour la fabrication des membranes

nanostructurées.

Pour chaque méthode, la nanostructuration s’opére par cycles d’AuNP,
entrecoupés de ringages a l'eau ultrapure et au tampon Tris/HCI pH 7,4. Le volume
d’AuNP déposé est fixé a 500 uL, ce qui représente le volume maximal que peut contenir

le filtre.

Pour déterminer le temps dimprégnation de la membrane nécessaire a une
interaction complete entre les différentes solutions et la membrane lors de la
nanostructuration, des expériences en QCM ont été menées. Les variations de
fréquences liées a I'ajout de PAH ou AuNP sur le cristal montrent un temps de
stabilisation de 3 minutes nécessaire (Figure 19). Cela signifie qu’au-dela de ce laps de
temps, il n’y a plus d’adsorption d’AuNP ou de PAH. Partant de ce constat, il a été
déterminé qu’'un temps de 3 minutes était nécessaire a une compléte immobilisation de

PAH et AuNP sur le cristal. Cependant, le cristal utilisé en QCM n’étant pas comparable
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au matériau en cellulose de la membrane, notamment en termes de porosité, il a été
décidé d’augmenter le temps de dépdts. En effet, il semble intuitif que la surface
spécifique de la cellulose soit plus importante que celle du cristal. De ce fait, le temps

d’adsorption a été augmenté pour s’adapter a la structure du matériau.
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FIGURE 19: ETUDE DE LA VARIATION DE FREQUENCE SUR UN CRISTAL QUARTZ RECOUVERT D’OR AFIN D’ETUDIER
LE TEMPS D’IMMOBILISATION DU POLYMERE D’ACCROCHE, DES AUNP ET DES RINCAGES.

Le procédé d'immobilisation des filtres seringues utilise un systéme de mise sous
vide permettant de filtrer les différentes solutions par dépression. Ce dispositif permet de
produire jusqu'a 16 filtres simultanément avec une filtration facilitée ce qui représente un
gain de temps. Ainsi, pour obtenir 16 filtres nanostructurés il faut environ 4h30 contre
potentiellement le double sans 'assistance de la pompe a vide. Cela permet également

de s’assurer une production reproductible. En effet, malgré la pression et le débit de la
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pompe qui ne peuvent pas étre réglés, les résultats de densité d'immobilisation montrent
de faible coefficient de variation (10 %), indiquant une bonne reproductibilité. Ce type de
dispositif est d’ailleurs couramment utilisé pour la fabrication et I'utilisation de cartouches
SPE.

Les différents paramétres entrant en jeu lors du processus de nanostructuration
ont été déterminés et fixés. Ainsi, les étapes d'immobilisation et de conditionnement
consiste a déposer 500 yL d’AuNP/PAH pendant 10 minutes sur la membrane avec 15
dépbts d’AuNP. Les ringages s’effectuent avec une solution de Tris/HCI pH 7 4.
L’application de ce protocole permet d’obtenir une membrane nanostructurée dont la
densité d’immobilisation, déterminée en HPLC, est de 3,6.10' + 0,4 10'* AuNP/cm2. Ceci
correspond a une quantité d’AuNP dix fois supérieure a celle obtenue sans ajout de PAH
avant les dépdts de nanoparticules. De plus, le coefficient de variation de 10% (contre 30

% sans PAH) traduit une meilleure reproductibilité des résultats.

La méthode de fabrication des membranes nanostructurées une fois développée,
celle-ci a pu étre appliquée a différentes membranes. En effet, les membranes en
celluloses régénérée peuvent avoir différentes tailles de pores. Ce parameétre pouvant
influer sur la surface spécifique du matériau et donc [lefficacité d’immobilisation,
différentes porosités ont été testées afin de déterminer la meilleure membrane. Les
criteres décisionnels sont la densité d’immobilisation mais également la capacité

d’adsorption en thiols.

3.3. INFLUENCE DE LA POROSITE DE LA MEMBRANE

Sachant que la porosité pourrait avoir une influence sur les interactions d’'une part,
et engendrer de la rétention non spécifique, et sur la surface spécifique du matériau
(donnée non fournie par le fabricant). Une étude de I'effet de la porosité sur I'efficacité
des membranes a été effectuée. Pour cela, des membranes en cellulose régénérée de
porosités différentes ont été testées (0,2 a 5,0 um). Le protocole de dépbt est le méme

que celui décrit précédemment, c’est-a-dire 15 cycles d’AuNP. Les résultats présentés
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Figure 20 montrent une capacité d'immobilisation plus importante pour les membranes
avec une porosité de 0,45 pm (3,2.10'* + 2.6.10"®) puis de celles & 5,0 um (1,5.10™ +
5,9.10'?) déterminé avec la méthode HPLC décrite précédemment. Les autres
membranes (0,2 - 0,8 -1,2 ym) montrent une densité d'immobilisation 10 fois inférieure,
équivalent a 10 dépbts d’AuNP sur la membrane 0,45 ym. De maniére surprenante, il
n’existe pas de lien entre surface spécifique du matériau et densité d’immobilisation. Ceci
pourrait s’expliquer par des différences d’épaisseur des membranes mais ces données

ne sont pas fournies par le fabricant.
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FIGURE 20: COMPARAISON DE LA DENSITE D’IMMOBILISATION EN AUNP PAR CM? EN FONCTION DE LA POROSITE
DES MEMBRANES NANOSTRUCTUREES APRES 15 DEPOTS D’AUNP (N = 3).

La saturation des différentes membranes en AuNP a également été étudiée en
faisant varier le nombre de dépdts d’AuNP (Figure 21). Il apparait que la saturation des
membranes est déja atteinte au bout de 15 dépdbts d’AuNP. Ainsi, les études d’efficacité
d’adsorption des différentes membranes nanostructurées seront effectuées avec 15
dépdts d’AuNP afin d’avoir une densité d'immobilisation maximale en un minimum de

cycles. En effet, la facilité et le temps de fabrication sont des paramétres importants en
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termes de productivité. Concréetement, plus il y a de cycles d’AuNP plus il y a de

résistance a la filtration des solutions, ce qui a un impact direct sur la durée de fabrication.
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FIGURE 21: ETUDE DE LA DENSITE D’IMMOBILISATION EN AUNP PAR CM2 DE MEMBRANES NANOSTRUCTUREES EN
FONCTION DU NOMBRE DE DEPOTS D’AUNP (N = 1) POUR UNE POROSITE 0,45 pM (BLEU), 0,80 pM (VERT), 1,20 pM
(ORANGE) ET 5,00 pM (GRIS).

Selon le second critére de décision, afin de déterminer la meilleure porosité, les
capacités d’adsorption en thiol des différentes membranes ont été étudiées. Pour cela,
600 nmol de NAC (500 uL) sont filtrées a travers la membrane et la capacité d’adsorption
en NAC est déterminée par HPLC (Figure 22). Le graphique montre dans un premier
temps que la capacité maximale d’adsorption en NAC de chaque membrane est atteinte.
De plus, aucune relation entre porosité, densité d’immobilisation et saturation de

membrane apparait.
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FIGURE 22: COMPARAISON DE LA CAPACITE MAXIMALE D’ADSORPTION EN NAC DES MEMBRANES
NANOSTRUCTUREES EN FONCTION DE LEUR POROSITE.

Considérant 'ensemble des résultats, le filtre 0,45 ym apparait comme le meilleur
choix. En effet, il présente la plus grande densité d'immobilisation en AuNP ainsi que la
plus grande capacité d’adsorption de thiol. De plus, les écarts types obtenus pour la
capacité d’adsorption sont faibles contrairement aux autres membranes, traduisant une
meilleure reproductibilité des résultats. Enfin, d’'un point de vue productivité, les filtres
0,45 um permettent une durée de production plus courte. En effet, la résistance lors de
la filtration étant liée a la porosité, plus celle-ci est élevée, moins il y a de difficultés a

filtrer. C’est donc ce dispositif qui sera utilisé tout au long de ce projet.

3.4. INFLUENCE DU TEMPS DE CONTACT AUNP-THIOL

Afin d’assurer la répétabilité des résultats, il est nécessaire d’harmoniser le temps
de filtration des espéces thiolées sur la membrane. En effet, la littérature fait état d’'un
désaccord a ce propos avec des résultats allant de quelques secondes a 1h pour former

la liaison Au-SH [142,164,165]. Une cinétique de temps de dépobt a été réalisé et les
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filtrats analysés, avec la méthode HPLC décrite précédemment, afin de déterminer le
temps nécessaire pour former la liaison or-thiol. Pour cela, différents temps
d’'imprégnation de la membrane nanostructurée, avec de la NAC, ont été testés pour
étudier le taux de capture en fonction du temps de contact (Figure 23). Il apparait que la
liaison AuNP-thiol s’opére de maniére instantanée puisqu’il n'y a aucune différence
significative entre les différents temps sur le taux d’adsorption. Ainsi, pour 'ensemble de
ce projet, la filtration des divers échantillons est donc réalisée instantanément sans temps
de pose. Ces résultats ont également permis de fixer le temps d’imprégnation du DTT,

lors de la phase de relargage, a 0 min.
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FIGURE 23: CINETIQUE DE FORMATION DE LA LIAISON AU-S AVEC UNE SOLUTION DE NAC 50 pM (500 pL).

Différents parametres opératoires tels que le choix de la membrane, les conditions
d'immobilisation d’AUNP ou encore le temps de filtration ont été étudiés et fixés afin de
permettre une homogénéisation des différentes études. Ceci a permis d’obtenir un
dispositif et un mode opératoire standardisé. La membrane nanostructurée ainsi produite
peut ainsi étre utilisée afin d’en déterminer, dans un premier temps, son efficacité et ses

performances quant a la capture de molécules thiolées.
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Comme décrit dans le chapitre 1 de ce manuscrit, les thiols existent sous
différentes formes : oxydés, réduits ou liés au NO (problématique des donneurs de NO)
(Figure 14). Selon I'espéce présente les stratégies d’application et les mécanismes mis
en jeu different. Leur comportement vis-a-vis de la membrane peut en étre modifié. C’est
pourquoi ce chapitre est scindé en deux parties, traitant chacune de I'étude du
comportement et I'évaluation des performance du dispositif choisi vis-a-vis de RSH et de

RSNO respectivement.

4. ARTICLE 2 : GOLD NANOSTRUCTURED MEMBRANES TO CONCENTRATE
LOW MOLECULAR WEIGHT THIOLS, A PROOF OF CONCEPT STUDY

Le dispositif nanostructuré, composé d’'une membrane en cellulose régénérée, se
base sur I'existence de fortes énergies de liaisons entre I'or et la fonction thiol. Ce postulat
a été utilisé afin de répondre a une problématique liée aux lacunes de nombre de
méthodes analytiques développées pour la quantification de thiols. Ce dispositif a pour
ambition de simplifier le traitement d’échantillons, de permettre une détection d’espéces
trés peu concentrées et d’éviter les interférences avec d’autres composés et entre les

différents thiols.

La preuve de concept de ce dispositif se décompose en 3 parties. La premiéere a
pour objectif de mettre en lumiére la formation d’'une liaison de coordination entre AUNP
et RSH au sein de la membrane. Pour cela, des études en microscopie électronique ont
été menées afin de prouver linteraction entre les thiols et les AUNP au sein de la

membrane.

La seconde partie a pour objectif d’évaluer les performances du dispositif a
I'adsorption de thiols. Pour cela, deux thiols modéles (NAC et GSH) ont été sélectionnés
et filtrés a travers la membrane. Ces molécules ont été choisies, car le GSH est un thiol
naturellement présent dans I'organisme tandis que NAC est une substance active a effets
thérapeutiques. Les thiols adsorbés sont ensuite relargués par ajout de DTT, présentant

une plus forte affinité pour les AUNP. Cet échange de ligand permet de désorber les thiols

80



Chapitre 2

afin de les analyser a I'aide de la méthode HPLC développée et validée pour ce projet.
La caractérisation de ces deux étapes, adsorption et désorption, est cruciale pour une
meilleure connaissance du dispositif et de ses performances mais également pour des

applications sur échantillons réels.

C’est cette application sur matrice biologique qui fait I'objet de la troisiéme partie
de cette preuve de concept. Pour cela, du plasma de rat est utilisé et surchargé ou non
de NAC et GSH. L’objectif est d’étudier I'effet d’'une matrice complexe, contenant des
thiols de maniére endogéne, sur les phases d’adsorption et de relargage du dispositif. La
membrane a également été utilisée pour déterminer la quantité de GSH présente

naturellement dans le plasma.

L’ensemble de ces travaux a abouti a la publication d’'un article dans Journal of
Chromatography B [166], proposant I'étude de ce dispositif nanostructuré s’étendant de
son développement a son application sur matrices simple (solutions tampons) et plus

complexe (plasma).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Thiols are very important molecules in the biomedical field involved for example in redox homeostasis. Their
Gold nanoparticles detection and quantification remain difficult due to their poor stability (oxidation) linked to their strong reac-
Nanostructuration

tivity towards other thiols (by the formation of S-S bonds) or other interfering molecules in the medium. Cel-
lulose membranes with immobilized gold nanoparticles (AuNP) were developed to capture and quantify thiols in
simple and complex matrices. This device was first optimized and characterized in terms of nanostructuration
and thiol adsorption. N-Acetylcysteine (NAC) and reduced glutathione (GSH), chosen as model molecules, were
filtered through the device demonstrating a maximal adsorption capacity of 270 and 60 nmol respectively. In a
second step, the adsorbed species were subjected to ligand exchange using a more reactive thiol, dithiothreitol.
The results showed release rates of approximately 90% for NAC and GSH. Finally, the amount of endogenous
GSH in rat plasma was determined without any pretreatment. For the first time to our knowledge, a nano-
structured device for the capture, selective and sensitive quantification of thiols is proposed. This device is easy
to handle and overcomes matrix effects. Moreover, the very large concentration factor induced by this tech-

Thiols quantification
Biological matrix
Extraction device

nology will be a valuable asset to decrease the quantification limits of analytical methods.

1. Introduction

Molecules bearing thiol groups are very usual compounds in bi-
ologicals matrices. Biologicals fluids contains many aminothiols such as
glutathione, cysteine and homocysteine being the most common. These
are molecules well known to limit the production of free radicals such as
reactive nitrogen / oxygen species. They also can act as antioxidant
thanks to their -SH group. One of the major endogenous low molecular
weight thiols with recognized antioxidant properties in human body is
glutathione (GSH). In blood it is mainly present in its reduced form
(GSH) compared to the oxidized form (GSSG). In tissues, GSH maintains
intracellular redox activities and is a key biomarker of different diseases
such as cancer or blood pathologies [1]. Analyzed physiological con-
centrations of GSH in blood and plasma is highly variable. Levels
ranging from 100 uM to 10 mM and from 0.6 uM to 100 uM, respectively
for blood and plasma, have been reported [1,2]. Considering the
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importance of such a molecule, several analytical methods were devel-
oped to analyze thiols and more particularly GSH. One of the first to be
developed was the Ellman’s Method [3]. It is a simple spectrophoto-
metric quantification implying the reaction of thiols with 5,5'-dithiobis-
(2-nitrobenzoic acid) leading to the formation of 2-nitro-5-thiobenzoate
detected at 412 nm in simple matrices (water, buffers ...). However, this
method does not allow to identify and differentiate different thiols
mixed in a sample and its high limit of quantification (LOQ around 3 pM)
may be also an issue when compared to the plasma concentrations
mentioned above. Finally, this method is not applicable for thiols in
complex samples due to matrices effects [4,5].

Numerous methods were developed to overcome this problem [6-8].
GSH have been analyzed in different matrices using non-separative
methods such as spectrophotometry, spectrofluorimetry or amperom-
etry [9-11]. These direct methods are simple but have major drawbacks
such as their lack of specificity and selectivity. Separative methods were
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developed to separate GSH from other thiols in complex matrices. High-
performance liquid chromatography [12] and capillary electrophoresis
[13,14] coupled to UV-Vis spectrophotometry or fluorimetry are the
most used separative techniques for biological thiol quantifications.
Even if these methods allow to reach interesting limit of quantifications
(5 pM for GSH [12]), they present also other drawbacks. Indeed, they
often use harmful chemicals and toxic solvents, require several pre-
treatment steps or are difficult to implement as they often use derivat-
ized molecules [7,13] to increase separation selectivity or detection
sensitivity.

Gold nanoparticles (AuNP) are widely used in various fields, like
healthcare as vectors [15] or in biosensors [16-18] for examples. Their
current wide use is explained by their remarkable properties. These
nanoparticles are biocompatible, easily synthesizable (single-step syn-
thesis without organic solvents [19]) and have very low production
costs. One of the numerous interesting properties of AuNP is their ca-
pacity to link thiols through their sulthydryl (SH) functional group. The
gold-thiol bond strength is close to a covalent bond (40-50 kcal.rnol’l)
allowing facilitated linkage with these molecules [20,21] leading to
thiol evaluation in various matrices without time-consuming extraction
steps. Ghasemi et al. [22] have worked on colorimetric sensors based on
AuNP aggregation when the particles were in contact with thiols. The
major drawback of colloidal AuNP lays in their stability directly linked
to physicochemical conditions such as pH and ionic strength, which
strongly limit their use in biological samples [23]. Overcoming these
limitations can be achieved through the immobilization of the nano-
particles. AuNP can be easily immobilized on supports using several
deposition methods such as dip coating [19] or spraying [24]. The
immobilization of AuNP on a surface leads to many advantages such as
an increase of AuNP stability under physicochemical condition
mimicking physiology (salt concentrations, pH, proteins ...) or new
material properties, antioxidant activity for example [25] . Bubniene
etal. [26], described the immobilization of AuNP-citrate on mica sheets.
In this work, the anchoring of the nanoparticles on the support was
ensured by electrostatic interactions with a cationic polymer. The
amount of AuNP immobilized per unit area can be easily controlled
through the modulation of AuNP concentration in the suspension used to
build the device. Material nanostructuration can generate an easy-to-
handle device. For example, Markina et al. [27] developed a gold
nanoparticle-based paper for the evaluation of GSH in human skin. They
described a very interesting and simple thiol sensor, but the sensitivity
obtained (6.9 pM) was inadequate for plasma evaluation.

The goal of this work was to develop a specific and sensitive nano-
structured device for simple adsorption, desorption and quantification
of fragile and low concentrated thiols without problematic sample
treatment. The principle consisted in the immobilization of highly
reactive gold nanoparticles on commercial cellulosic membranes. As a
proof of concept, model thiols were analyzed (reduced glutathione
(GSH) and N-acetylcysteine (NAC)) in a simple matrix. After validation,
rat plasma was supplemented and filtered through the nanostructured
membrane to study the behavior of the device and test the analytical
method with real complex matrices. To the best of our knowledge, this
device was the first of its kind and was able to specifically capture,
concentrate and quantify low molecular weight thiols without any
denaturation pre-analytical step and without use of harmful chemicals
or toxic solvents.

2. Experimental section
2.1. Reagents and samples

All reagents and solvents were of analytic grade and used without
further purification. KCl was purchased from Carl Roth. Citric acid and
KH,PO4 were purchased from Labosi. Methanol and Na,HPO4 were
purchased from Carlo Erba. K3S20g, NaOH 30%, NaCl and HCI 1.0 M
were purchased from VWR Chemicals. Phosphate buffer saline solution
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(PBS) was prepared as follows: [NapHPO4] = 6.68 mM, [KHoPO4] =
1.47 mM, [NaCl] = 138.00 mM, and [KCI]] = 2.68 mM, the final pH was
adjusted to 7.4 with HCl 12 M. Tris-HCl buffer was obtained by dis-
solving 18.16 g of Tris in 1 L of HyO, the pH was adjusted to pH = 7.4
with HCI 12 M. Ultrapure deionized water (>18.2 MQ cm) was used for
the preparation of all solutions. Poly(allylamine hydro-chloride) (PAH)
(average molecular weight of 17,500 g.mol ", pKa = 8.7) was purchased
from Sigma Aldrich. Gold chloride salt (HAuCly), sodium citrate, sodium
borohydride, glutathione (GSH), N-acetylcysteine (NAC), dithiothreitol
(DTT), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 2-amino-2-hydroxymethyl-1.3-
propanediol (Tris), dibroma (Bry), rhodamine B, diisopropyl ether,
dithio-5,5'-bis(nitro-2-benzoic) acid (DTNB) were from Sigma-Aldrich.
Hydrochloric acid, sodium hydroxide, ammonium chloride and so-
dium chloride were sourced from the VWR chemicals supplier.

For animals and plasma sampling protocol, all experiments were
performed in accordance with the European Community guidelines
(2010/63/EU) for the use of experimental animals. Male Wistar rats
between 280 and 350 g (Charles River, France) were provided by the
ACBS (Animalerie Campus Brabois Santé) laboratory animal house. To
obtain arterial blood samples, rats were anesthetized (starting 15 min
before sample time) with isoflurane (4% in oxygen 2 L.min '). After
anticoagulation (500 UI of heparin sodium, intravenous administra-
tion), a laparotomy was performed in order to access the abdominal
artery. Blood was obtained directly from the artery through a short PTFE
catheter (Intraflon 2, Vygon, France) and collected in Vacutainer (Bec-
ton Dickinson, USA) tubes containing heparin lithium. Plasma was ob-
tained after centrifugation (10 000 x g, 15 min, 4 °C) and keep at —
80 °C.

2.2. AuNP synthesis

Citrate stabilized AuNP were synthetized in aqueous solution ac-
cording to our previous work[28]. Briefly, 1.0 mL of HAuCl, solution
(10 mg.mL™!) was added into 90 mL of water and 2.0 mL of 55 mM
sodium citrate was added under inert atmosphere (N3). The solution was
stirred for 1 min then 1.0 mL of 19.5 mM NaBH4 was added and the
solution was stirred for 10 min under Nj. The resulting 90 + 3 nM (A
max 514 + 1 nm) suspension of nanoparticles was stored in the dark at
4 °C during a maximum period of 20 days [28]. For all experiments,
AuNP with hydrodynamic diameter of 6.5 + 0.9 nm (core diameter 5.3
+ 1.1 nm) and anionic charge (zeta potential) of — 32.6 + 0.7 mV were
used. See Supplementary Information Section S1 for more information
on methods used to characterize the synthesized batches used in this
study.

2.3. Preparation and characterization of nanostructured membranes

The immobilization supports used were commercial Chromafil
cellulosic membranes (CM) (Diameter 25 mm and pore size of 0.20,
0.45, 0.80 and 1.20 pm). Nanostructurated membrane (NM) construc-
tion was realized under pressure and was illustrated in Fig. 1. AuNP
(negatively charged) were embedded on the device through electrostatic
bonds with a cationic polymer.

A first activation step was realized by pushing a 10 mg.mL~! PAH
solution in Tris buffer (0.15 M; pH = 7.4) through the membranes for 10
min. Membranes were rinsed for 3 min with Tris solution and nano-
structured using AuNP-citrate colloidal suspension (90 nM). A final rinse
with Tris was then realized and the last two steps of this process were
repeated fifteen times to achieve a high immobilization density (number
of AuNP per cm? of membrane). Before used, a final rinse with water was
realized.

Gold quantification was adapted from a method developed and
validated in our laboratory [29] for colloidal AuNP. NM were extracted
from the device and cut, then fragments containing AuNP were oxidized
with 1.0 mL of a solution of HCI-NaCl-Bry (1.000 M — 0.300 M - 0.025 M
respectively) during 15 min (stirred at 600 rpm on a Vibramax 100
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Fig. 1. Schematic illustration of the membrane nanostructuration process.

(Heidolf Instruments)). Four hundred microliters of the suspending so-
lution were then partially evaporated using a Turbovap (Biotage) at
40 °C under inert gas (Ny, 4 psi) for 20 min. 200 uL of NH4Cl solution
(30 % m/V), 100 pL of 6 M HCl and 100 pL of Rhodamine B solution
(0.084 uM) were added. To extract the ion-pair formed between tetra-
chloroaurate anion and Rhodamine B, 300 pL of diisopropyl ether was
finally added. Tubes were agitated for 3 min at 1500 rpm and centri-
fuged (Mini Spin Plus, Eppendorf) 3 min at 12100 x g. One hundred and
fifty microliters of the supernatant (organic phase containing the Au
species) were withdrawn, completely evaporated (Turbovap, 5 min, Ny 3
psi) and the dried residue was dissolved in HPLC mobile phase (150 uL)
before injection and rhodamine B quantification by HPLC-Visible
detection [29]. HPLC analysis were performed on a Shimadzu LC-20
system constituted by the following modules: degasser, quaternary
pump (LC 20AD), autosampler (SIL 20AC), Oven and UV-Visible de-
tector (SPD20A). The column and pre-column (Macherey Nagel Nucle-
osil 100-3 C18, 150/4.6) were thermostated at 40 °C, the mobile phase
consisted on a binary mixture of acetonitrile and 0.1% trifluoroactic acid
aqueous solution (25/75, V/V). The injection volume was 100 pL. The
detector was set at 555 nm and the pump at a flow rate of 1.0 mL.min "

The surface of nanostructured supports was observed using a Scan-
ning Electron Microscope (SEM) of the FIB (Focused Ion Beam) type and
without sample metallization, reference Helios Nanolab 600i and FEI
brand. The ion emitting gallium source was set to 20 kV. Infra-red (IR)
spectra were acquired using a Fourier Transform Infrared Spectrometer
(FTIR) Spectrum Two (Perkin-Elmer) in Attenuated Total Reflexion
mode (ATR). X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) was performed
using an electron spectrometer (Lab2, Specs, Berlin, Germany) equipped
with a monochromatic X-ray source (set at 1253 eV) and with a hemi-
spherical energy analyzer (Phoibos, HSA3500, also from Specs). The
applied voltage of the Mg Ka X-ray source was set at 12 kV and the
applied current at 7 mA. The pressure in the analysis chamber was ~ 10
° mbar. The large area lens mode was used for both wide and narrow
scans. Peakfit V 4.12 was used to fit curves. Parameters were set as
follow: smoothing using the Savitsky-Golay equation (1.5%) and linear
baseline with two points (3%).

2.4. Thiol quantification

Thiol quantification was performed by ion-pair reversed phase HPLC
or classical Ellman’s reaction. For GSH-NAC separation, the HPLC sys-
tem consisted of a Spectrasystem pump P1000XR equipped with a

Spectraseries AS100 injector and coupled to a Gilson UV-VIS-155 de-
tector set at 205 nm. A C18 Thermo Scientific ODS Hypersil column
(250/4.6 mm, 5 um particle diameter) and a Nucleosil EC 4/3 NUCLE-
ODUR C18 HTec precolumn (5 um) heated at 40 °C was used. The in-
jection volume was 100 uL. The mobile phase consisted of a mixture of
octyl sodium sulfate (102 M, pH 3.0) and acetonitrile (ACN) (97.0/3.0
V/V) with a flow rate of 2.0 mL.min"!. The method was validated as
described by ICH Q2(R1) [30], see Supplementary Information Section
S2 (Table S1) for more information on validation parameters. For Ell-
man’s reaction, 100 pL of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid solution
(1.0 mM) in PBS were added to 500 pL of each sample. This mixture was
incubated 10 min at room temperature protected from light then ab-
sorbances were read at A = 412 nm (linearity between 3 and 32 uM).

2.5. Nanostructured device performance evaluation

All RSH solutions (NAC and GSH) were prepared either in PBS buffer
(0.148 M; pH = 7.4) or in HPLC mobile phase (octyl sodium sulfate (10’3
M, pH 3.0): ACN (97.0:3.0 V/V).

Thiol adsorption. The preliminary study of colloidal AuNP/NAC in-
teractions was performed using solutions obtained by mixing 665 uL
gold nanoparticle suspension and 42 uL of 860 uM NAC. These solutions
were incubated at room temperature up to 30 min. Samples were
centrifuged at 42,000 x g for 90 min at 4 °C (Stratos Heraeus Biofuge
centrifuge) and remaining thiols were quantified in the supernatant
using Ellman’s method.

RSH adsorption on NM was performed by filtering 500 uL of RSH
solution (from 1.0 to 50.0 uM) on CM (negative control) and NM. The
quantification of the remaining free reduced thiols was performed on the
filtrate by previously described HPLC method.

For plasma validation, RSH solutions were prepared in phosphate
buffer (0.05 M; pH = 2.5) and diluted (1:10) in rat plasma (from 1.0 to
50.0 uM). Then, 500 pL of samples were filtered on CM (negative con-
trol) and NM without further purification. The quantification of reduced
thiols was performed on the filtrate by previously described HPLC
method.

Thiol desorption. Thiols desorption from membranes was realized
using dithiothreitol (DTT). Five hundred microliters of 50 mM DTT
(corresponding to 25 pmol) were filtered through CM or NM. The
quantification of reduced thiols was performed on the filtrate by pre-
viously described HPLC method. Desorption protocol was repeated until
a complete release of adsorbed molecules was obtained.
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3. Results and discussion
3.1. Device development and characterization.

3.1.1. Nanostructuration optimization

Based on our previous immobilization methodology [25], a nano-
structured cellulosic membrane (NM) was developed. A polycation
monolayer of polyallylamine hydrochloride (PAH) was first deposited to
create a positively charged surface to successively embed the negatively
charged AuNP through electrostatic bonds, up to 15 depositions.

Four different porosity filters (0.20, 0.45, 0.80 and 1.20 um) were
evaluated to determine the best one according to AuNP density. Results
showed that 0.45 um membranes embedded at least 100 times more
AuNP than the three others (3.6 &+ 0.4 x 10 versus 0.010 + 0.001 x
10, 0.12 + 0.01 x 10, 0.07 + 0.003 x 10'* AuNP.cm~2 for 0.20,
0.80 and 1.20 pm respectively). Immobilized AuNP on 0.45 ym mem-
branes were also quantified as a function of the number of depositions
[29]. Results are shown in Fig. 2A. The average quantity of AuNP per
cm? of device increased proportionally with the number of depositions.
No saturation was observed during the construction process. Immobili-
zation parameters were selected based on a previous study from our lab
[31]. PAH associated with Tris buffer allowed the best compromise
between stability and AuNP immobilization. The PAH first layer is a
critical point for the nanostructuration architecture. NM tested without

A
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polycation solution pre-treatment showed 10 times less AuNP immobi-
lized (7.2.10'% + 2.0.10'® AuNP/cm?). Additionally, without PAH, a
lack of stability was observed leading to AuNP desorption and mem-
brane destruction. Compared to our previously published work, the 3D
meshing of the cellulose membrane allowed the immobilization of about
10 times more AuNP compared to the recovery of a glass substrate (3.8
x 10'® AuNP.cm~2) [25]. This quantity highlighted the interest of using
a cellulosic membrane as a substrate to maximize AuNP immobilization.
As the number of embedded AuNP increased, the specific surface ex-
change with analytes should increase accordingly.

Images of CM and NM (15 AuNP deposition steps) are shown in
Fig. 2B and C, respectively. SEM performed on nanostructured filters
(Fig. 2D) showed the 3D structure formed by the cellulose 0.45 pm pores
that constitutes the support. AUNP were also observed on the surface of
the membrane (examples with arrows on Fig. 2D). The presence of gold
was also assessed using SEM coupled with Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDS). Details of the atomic composition showed the en-
ergy signature of gold atoms (Fig. 2E) and confirm that AuNP were
deposited on the membrane.

The first PAH deposition step was determined to be a key point. The
density of immobilized AuNP was found to be at least 5 times lower than
NM without polymer deposition (0.7 + 0.2 x 10'* AuNP.cm™2) and a
high relative standard deviation value (28%) was obtained (n = 3)
indicating a problematic lack of reproducibility in nanostructuration.
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Fig. 2. Gold nanoparticle quantification and pictures of corresponding nanostructured membranes as a function of the of AuNP deposition (A). Images of a CM (B)
and NM after 15 deposition steps (C). SEM realized on NM (D) and corresponding analysis of the atomic composition by Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (E).
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Such results were in accordance with a non-homogeneous coating that
could lead to misfunctioning devices or underestimated results.

In addition, as it was previously demonstrated [19], such embedded
AuNP showed a huge improvement in their stability and allowed a long-
time storage of the device. Gold quantification on newly manufactured
devices and after 6 months of storage showed no significant difference,
3.6 £ 0.4 x 10" AuNP.cm™2 versus 3.7 + 0.7 x 10'* AuNP.cm™2
respectively. This gives it the ability to be mass-produced and reduce
inter-batch variations.

3.1.2. Device characterization with adsorbed RSH.

NAC and GSH were chosen to evaluate NM specific adsorption ca-
pacities as they are widely used and described in the literature [32]. Five
hundred microliters of 50 uM of each thiol (corresponding to 25 nmol)
were deposited on NM. Device membranes were then analyzed in
Fourier-Transform InfraRed spectroscopy (FTIR). The spectrum corre-
sponding to GSH exposed device presented peaks corresponding to
transmittance bands form carboxylic acid (3417 cm’l, 1527 cm ™},
1260 cm™!), amine (2935 cm™') and primary amido (1642 em™h)
groups (Fig. 3). These bands corresponded to functional groups present
in GSH molecules and were not detected on pure NM. Similarly, NAC
coated device spectrum showed peaks corresponding to transmittance
bands of carboxylic acid (3436 cm’l, 1723 cmfl, 1261 cmfl), amine
(2928 cm ™) and primary amido (1650 em™h) groups indicating NAC
adsorption (Fig. 3).

NM were characterized to investigate the presence of adsorbed thiols
through Au-S bounding, as it is well known that compounds can also
interact with AuNP thanks to other functional groups [33]. Ellman’s
reagent (DTNB) was filtered through the device. Should NAC or GSH be
linked to AuNP thanks to amine or carboxylic acid groups, their free -SH
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groups would reduce DTNB reagent and the resulting molecule would be
then quantified at 412 nm. For each condition, measured absorbance
was below LOQ of Ellman’s method (3.2 uM). This LOQ corresponded to
1.6 nmol of thiols in 500 pL, meaning that > 96% of thiols (1.6 of 25
nmol deposited) were adsorbed thanks to their -SH group to AuNP.

Finally, the chemical and electronic structure of NM with adsorbed
GSH was further analyzed by XPS. Nanostructurated membranes dis-
played peaks for C, N and Au. C and N corresponded to cellulose and/or
PAH signatures and were therefore non-specific. On the contrary, Au
peaks at 84 and 87 meV were specific to metallic gold (redox state: Aug)
(data not shown) and confirmed the immobilization of AuNP on NM.
Thiols exposed NM (GSH and/or NAC) showed an XPS peak at 154 meV,
corresponding to sulfur atoms (Fig. 4A).

Concomitantly, a right shift occurred on Au peaks. Two contributions
were found for the two Au binding energy (Au 4f7/2 and Au 4f5/2): Au0
and Au-S (Fig. 4B). The Au 4f7/2 component of the peak at lower
binding energy (83.9 meV) was attributed to metallic gold (Auyg), the
latter Au 4f7/2 binding energy (84.6 meV) can be associated to Au atoms
bounded to S atoms. Similar shift was observed for Au4f5/2 with an
energy of 87.6 meV for Aug and a binding energy for Au-S of 88.4 meV.
Those two shifts are representative of a binding between Au and S [34].

All the previous characterization results demonstrated that NM were
able to capture thiols and more precisely with the help of Au-S bounds as
expected. This innovative nanostructured device has to be now evalu-
ated in terms of practical use and performances (efficiency and loading
capacity).

3.2. First approach

To demonstrate the interest of a nanostructured support, preliminary

3960 3460 2960

2460

1960 1460 960 460

Wavenumber (cm')

Fig. 3. IR spectra of nanostructurated membrane NM after GSH adsorption (black), after NAC adsorption (dark grey) and CM (light grey).
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Fig. 4. XPS spectra of NM with GSH adsorbed representing (A) sulfur peak and (B) Au4f peaks.

tests have been performed with classical suspensions of colloidal AuNP.
As a first approach, the reactivity of a 90 + 3 nM AuNP suspension was
evaluated with NAC, chosen as model thiol, at a known concentration
(50 uM in PBS) and at room temperature. After centrifugation (0 to 90
min), remaining thiols in the supernatant were quantified using Ell-
man’s method to estimate the quantity of thiol adsorbed on AuNP. As
illustrated in Figure S3A (Supplementary information, section S3), the
addition of AuNP in the media, compared with negative controls (no
AuNP), lead to a 90% decrease in NAC concentration. This demonstrated
the ability of colloidal AuNP to adsorb thiols, which was consistent with
our previous results for similar molecules and associated RSNO [35].
Interaction between colloidal AuNP and thiols was found effective for
thiol capture but relied on a time-consuming sample treatment (i.e. at

least 90 min centrifugation). As a first conclusion, the quantification and
the identification of adsorbed thiols cannot be considered without
further processing samples or using immobilized nanoparticles. The
contact time between AuNP and NAC was studied (Figure S3B) and
indicated that the incubation time of the thiol species in the nanoparticle
suspension does not influence the global thiol adsorption. As illustrated
in Figure S3B, an instantaneous capture rate was observed whatever the
contact time under study and led to the possibility of direct filtration of
thiol solution through a NM.

3.3. Adsorption and desorption performances

A direct filtration (without any pretreatment time) of 500 pL of 50
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uM thiols (corresponding to 25 nmol) was realized with the NM. After
HPLC quantification of filtrates, NM was demonstrated to capture 90.7
+ 5.4% and 99.5 + 0.2% of NAC and GSH respectively. To directly
quantify adsorbed thiols, a desorption step was imagined. Two different
solutions were considered: desorption based on the reduction of Au-S
bound with a strong reducing agent (NaBH4) or through RSH ligand
exchange using the dithiol DTT. The first solution was rapidly aborted
because of very problematic chromatographic interferences. For the
second desorption method, DTT was supposed to have a better affinity
for AuNP due to its two thiol groups associated with a low molecular
weight. In the literature, DTT was demonstrated to bind to AuNP gold
core with a bond-energy higher than 100 kcal.mol ! when both its thiol
groups were involved in the linking [36]. To compare, classical thiols
usually bond to AuNP gold core with an energy of 40 to 50 kcal.mol !
[20,21]. This energy difference allows DTT to preferentially link to
AuNP in place of other thiols [36]. The preferential oxidized form of DTT
corresponds to the cyclization through an intramolecular S-S bound,
limiting the creation of heteromolecular oxidized dithiols (i.e. DTT-SR
dimers). This leads DTT to be the best candidate to I) thiol desorption
and 1II) thiol identification, widely described to chemically desorb thiol
molecules from AuNP [33].

For desorption, 500 uL of DTT 50 mM (corresponding to 25 pmol)
were filtered through the NM containing adsorbed thiols (NAC and GSH
as described in the previous step) and the filtrate was analyzed by HPLC.
This operation was repeated until complete desorption and results are
shown in Fig. 5.

NAC and GSH total releases were achieved after 3 and 6 desorption
steps, with a release rate of 89.3 + 11.4% and 92.1 + 5.1% of adsorbed
thiols, respectively. Even if both thiols were totally desorbed from NM, it
required twice the number of desorption steps for GSH compared to
NAC. Two hypotheses were raised to explain this matter. i) The steric
hindrance difference between NAC and GSH avoids DTT to access the
AuNP surface when GSH is absorbed. ii) An affinity difference for AuNP
between NAC and GSH. This showed that desorption step must be
optimized for each adsorbed thiol, in terms of DTT concentration,
repetition number, and contact time. As a first step of optimization, a
longer contact time of DTT was consider as Tsai et al had demonstrated
that maximal thiol desorption could be obtained after a contact time of
several hours [36]. However, one-hour contact time led to very similar
results as instantaneous deposition of DTT. The second step was to
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improve DTT concentration, and a 1 step method (500 pL of 50 mM DTT
—or 75 umol) did not achieved the same desorption rate (31.6 + 3.4% of
desorption) as the 3 steps method (3 times 500 pL of 50 mM DTT - or 3
times 25 umol).

Evaluation of capture capacity of NM of more complex samples was
assessed. Binary mixture of the two thiols (500 pL of 50 uM of both NAC
and GSH, corresponding to 25 nmol each) were deposited on NM and
quantified before and after the last desorption step. Only 59.0 + 5.0% of
NAC and 50.0 + 5.6% of GSH were adsorbed when both thiols were
deposited. GSH structure and molecular weight is supposed to cause a
more important steric hindrance that could prevent NAC to bind on
AuNP surface as previously mentioned. The total adsorbed quantity was
similar compared to a single thiol adsorption and no competition effect
was observed between NAC and GSH indicating the device capacity to
trap any low molecular weight thiols in a similar pattern.

After desorption, it appeared that NAC and GSH, when mixed, pre-
sented a different behavior to DTT exposition. NAC was preferentially
desorbed (83.7 + 10.1%). Surprisingly, more that 50% of GSH remained
adsorbed to NM. Molecules with amino or amido functional groups lead
to a stronger adsorption of thiols to AuNP [33]. Fig. 5 already showed
that NAC desorption was facilitated compared to GSH (with 3 times
more amino/amido functional groups than NAC). Indeed, only 3 DTT
desorption steps (75 pumol) were required to completely desorb NAC
compared to 5 steps (125 umol) for GSH. The presence of amine func-
tional groups appeared to play a key role in desorption compared to
adsorption [37]. It is also suggested that there is a chain-length depen-
dence for thiol binding gold. Lateral interactions between thiols are
stronger for high molecular weight thiols, making their desorption more
difficult [37,38]. This desorption step may be optimized by pH modifi-
cation. It was shown that pH higher than amine pKa (pKa = 8.75) can
modify GSH conformation and decrease its affinity for Au [33]. But in
the case of our device, it could also lead to a partial destruction of the
nanostructured membrane due to drastic pH conditions (pH > 11), so
this option was not investigated in this paper.

The maximum adsorption capacity of NM was evaluated by repeated
filtration of RSH solutions. Results are illustrated on Fig. 6 and show that
the device maximum capacity (the highest quantity of adsorbed thiols)
was 270.0 + 6.5 nmol and 60.7 + 3.9 nmol of NAC and GSH, respec-
tively. This corresponded to 410 and 90 molecules of respectively NAC
and GSH adsorbed for each AuNP on NM, a very interesting result

75 100 125 150

DTT (umol)

Fig. 5. RSH release study from NM: release percentage of previously adsorbed GSH (dotted line) and NAC (continuous line) as a function of DTT quantity filtered.
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Fig. 6. Saturation study of the NM with NAC (plain line) and GSH (dotted line).

because it is of the same order as the 550 molecules of NAC adsorbed by
each AuNP when not immobilized i.e. in colloidal suspension.

It was previously shown that NAC and GSH behaved differently in
terms of desorption, but this appeared to be also the case in terms of NM
maximal capacity. The maximal GSH capacity was almost four times
lower than NAC capacity. This indicated, as previously stated, that the
structural difference between NAC and GSH (molecular weight, func-
tional groups, induced steric hindrance...) played a key role in the
ability of the device adsorption. It also gave clue to further response of
NM for other low molecular weight thiols adsorption. The integrity of
the nanostructured membrane was studied by quantifying the gold after
the adsorption and desorption steps. The amount of gold found on the
membrane as the different steps are completed is constant (1.5 + 0.1 x
10'%), an amount of the same order of magnitude as that evaluated
before use.

These primordial development steps indicate that the device is
effective for the capture and specific release of thiols with good yields.
Tests with a similar desorption volume (1.5 mL) but with a larger
deposition volume (15 mL) show that the adsorption and desorption
efficiencies remained unchanged (>95%) and allowed us to achieve a
sample concentration with a factor of 10. The filtered volume can be
much larger and allows us to imagine very high concentration factors,
potentially beyond 100 000 (work in progress), thus allowing the
quantification of thiols in very low concentration without any prior
sample treatment.

3.4. Application to biological samples

The device developed in this work was designed to capture low
molecular weight thiols in complex matrices with a two-step analytical
strategy. As a first proof of concept, rat plasma was chosen as plasma
contains multiple compounds and molecules that can interfere with
thiols (thiol bearing proteins, amino acids, oxidazing molecules ...).
When working with plasma samples, a classical deproteinization step is
usually required before HPLC injection. Current deproteinization
methods usually involve the use of chemical products such as acidic [39]
or organic solvents [40] to precipitate and then remove proteins by
centrifugation before analysis. The preanalytical steps could interfere
with thiol stability considering the high reactivity of SH functional

groups. The pretreatments could modify the GSH/GSSG balance and
generate an over or underestimation of one of the species. Surprisingly,
direct injection of blank plasma filtered through NM did not induce any
high-pressure issues due to protein clogging in the HPLC system. The
high reactivity of AuNP toward proteins coupled to the filtration ability
of the device led to a direct deproteinization process, decreasing pre-
treatment time, avoiding dilution steps or medium modification
[41,42]. Rat plasma were spiked with thiols from 1.0 to 50.0 uM and,
after filtration/desorption on NM, samples were analyzed in HPLC. The
NM was first validated for GSH and NAC. Linearity (1.0 - 50.0 uM, n = 3)
was evaluated with linear regression models (o = 0.05, y= (15.5 & 0.7)
x 4+ (54.0 £ 29.5) and y= (6.5 £+ 0.7) x + (-11.4 £ 4.3) for GSH and
NAC respectively). Slopes were in the same order than those described in
Supporting Information Section S2 (HPLC validation in plasma for NAC
and GSH) indicating that the nanostructured devices were usable
whatever thiol concentrations in the studied range. Repeatability and
accuracy were evaluated on the entire linearity range (3 concentrations,
10.0, 25.0 and 50.0 uM, n = 3). For repeatability, results obtain were
100.0 + 4.3 % for GSH and 100.0 + 9.7 % for NAC. Finally, LOD and
LOQ were similar as those calculated for HPLC quantification in plasma
(S2). Up to 84.0 + 5.9% of NAC and 90.5 + 4.2% of GSH (50 uM each)
were adsorbed from spiked plasma (S2). Direct RSH quantification after
DTT desorption step was performed as previously described in the
development part. A maximum release of 69.3 &+ 6.1% and 78.0 + 8.3%
was obtained for NAC and GSH, respectively. The desorption rates were
slightly lower than the ones calculated in simple matrices as illustrated
in Table 1. This showed that thiol adsorption appeared to be indepen-
dent from experimental conditions compared to desorption which
remained challenging.

Table 1
Amount of NAC and GSH (spiked in mobile phase or rat plasma) adsorbed and
desorbed from 25 nmol initially deposited on the NM.

Capture (nmol) Release (nmol)

NAC Mobile phase 22.7 +1.4 20.0 + 2.6
Rat plasma 21.0+ 1.5 146 £1.3
GSH Mobile phase 249 +0.1 229 +1.3
Rat plasma 226 +1.1 17.6 £1.9
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Finally, the physiological GSH rat plasma concentration was deter-
mined using NM. Plasma GSH concentration was calculated versus
plasma calibration curve to be 10.4 + 1.0 uM (5.2 £ 0.5 nmol in 500 uL)
(Supplementary information, Figure S4). This value was in accordance
with the ones described in the literature [1,2] without any preanalytical
steps and/or harmful chemicals. In addition, no interfering peaks were
visible on chromatograms as only desorbed GSH and DTT were
observed. Hence, this device is perfectly adapted for agri-food matrices
with very low thiol concentrations (ng.L'!). As an example, Lavigne et al.
[43] described a wine GSH concentration of 20 pg.L’l. Five hundred
milliliters of this wine filtrated through our NM and eluted with 500 uL
DTT would lead to a 1000 times concentration ratio with a GSH quantity
of 33 nmol. This advantage will allow the direct quantification of low
concentration thiols and avoid LOD/LOQ issues.

4. Conclusion

A gold nanostructured membrane was developed for the first time for
specific and sensitive thiols quantification. The device was created by
coating of gold nanoparticles on a cellulosic membrane, and then
characterized through various techniques. The first part of this study
was a proof of concept that aimed to demonstrate the capacity of the
device to specifically interact with thiol molecules by forming an Au-S
bond. This bond energy is nearly covalent and allows a specific
adsorption of these molecules. Thiol adsorption was studied with two
model thiols: NAC and GSH that are commonly used in literature. The
two thiols were successfully adsorbed in a first step and then released
from the device, in a second step, by ligand exchange reaction using a
dithiol molecule. Characterization of the two steps was achieved by
HPLC. This specific pretreatment method allows to specifically
concentrate thiols and is designed for biological samples: no matrix ef-
fect, thiol preservation, easily handled. The strong bound between gold
and thiol also avoid stability issues (through -SH oxidation essentially)
occurring with current thiol analytical methods. Furthermore, the vol-
ume needed to desorb leads to a potential analyte concentration.
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Chapitre 2

Au travers de cet article, il a été montré le développement et I'efficacité des
membranes nanostructurées pour la capture de molécules thiolées. Dans le contexte
global de ce projet de thése, cet article a permis une preuve de concept de l'efficacité de

la membrane vis-a-vis de deux thiols modéles.

Les analyses en spectroscopie soulignent la présence de soufre au niveau de la
membrane mais permettent également de montrer une forte énergie de liaison entre les
AuNP et le soufre de la fonction thiol. Ces premieres données viennent confirmer

I'efficacité du dispositif vis-a-vis de I'interaction aux molécules thiolés.

Les études sur NAC et GSH ont permis de déterminer une capacité maximale
d’adsorption pour chaque thiol et d’étudier la compétitivité entre NAC et GSH. La phase
de désorption étudiée par filtration de DTT montre une désorption compléete des thiols
adsorbés avec un profil de relargage similaire pour NAC et GSH. Ces deux étapes
(adsorption et désorption) ont permis de mettre en lumiere les performances du dispositif
mais aussi la notion d’effet thiol dépendant. En effet, la NAC est mieux adsorbée mais
également plus rapidement désorbée que le GSH. Lors d’'un mélange des deux thiols,
cela se traduit par une adsorption préférentielle de NAC aux dépends de GSH. Ainsi cette
partie permet de souligner une notion de différence d’affinité entre les différents thiols et
les AuNP.

Enfin, I'application sur du plasma de rat, a souligné I'efficacité du dispositif dans
une matrice complexe. Les résultats d’adsorption et de désorption sont semblables a
ceux obtenus avec les thiols modéles, suggérant qu’il n’existe aucun effet matrice dans
ce cas précis. De plus, la détermination de la concentration de GSH endogene par
filtration directe du plasma non surchargé (aprés analyse en HPLC) souligne la simplicité
d'utilisation et de traitement d’échantillon. A titre d’exemple, une méthode d’analyse du
GSH dans le plasma a été développée par Denzoin et al.. Celle-ci comprend des étapes
de prétraitement du plasma, comprenant une déprotéinisation, une modification de pH et
une dérivatisation avec I'Ortho-phthalaldehyde pour détection en HPLC fluo. Les résultats
donnent une concentration en GSH plasmatique de 4,51 = 1,00 uM. Cette valeur est en
deca de celle trouvée a l'aide du dispositif, soulignant I'effet des prétraitements sur la

concentration en analytes.
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Ainsi, au regard de ces résultats, le dispositif permet, par sa spécificité pour les
thiols, de les capturer et éluer la matrice de contenance. La liaison entre AuNP et thiol
permet d’engager les électrons des thiols et diminue ainsi leur réactivité. Enfin, la phase
de désorption engendre une concentration des thiols, permettant d’atteindre les limites

de détection des différentes méthodes analytiques.

Les précédents résultats concernent uniquement les thiols réduits. Or, I'analyse
des thiols engagés dans une liaison avec le NO (S-Nitrosothiols) présente un intérét
majeur notamment dans la problématique des donneurs de NO. En effet, ces RSNO
constituent un réservoir et un transporteur de NO, seulement 'acheminement du NO a
son site d’action est conditionné par le passage des différentes barriéres et fluides. Ce
comportement vis-a-vis des différents fluides et barriéres biologiques dépend de la nature
de thiol liant le NO. Le choix du thiol est susceptible de modifier la pharmacocinétique du
RSNO et donc son efficacité. C’est dans ce contexte que les membranes nanostructurées
semblent intéressantes. C’est pourquoi, la partie qui suit propose une étude du

comportement des RSNO vis-a-vis des membranes nanostructurées.

5. ETUDE DE L’EFFICACITE DU DISPOSITIF VIS-A-VIS DES S-
NITROSOTHIOLS

La problématique soulevée précédemment de passage de barriere et de
pharmacodynamique du NO et de son porteur thiolé RSH demeure un réel challenge a
'heure actuelle. En effet, pour comprendre et connaitre la pharmacocinétique des
différents RSNO, il faut étre capable de quantifier et suivre les espéces présentes (RSNO,
RSH, NO, ions nitrites, ions nitrates et thiol oxydé : RSSR) dans chaque compartiment
biologique. Cette quantification permettrait de caractériser le devenir des différents RSNO
dans l'organisme et déterminer le meilleur candidat pour 'acheminement de NO et la
meilleure biodisponibilité. Ces différentes mesures sont freinées par le manque de
méthode unique, simple et rapide dans 'ensemble des compartiments sanguins. De plus,
la multitude d’espéces présentes dans ces matrices, liée ala faible concentration en thiols

engendre des problemes analytiques.
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La réactivité des AuNP colloidales vis-a-vis des RSNO a été démontrée,
engendrant la rupture homolytique de la liaison RS-NO aboutissant a la formation de deux
radicaux RS’ et NO'. En effet, I'énergie de liaison or-thiol est deux fois supérieur a celle
de la liaison RS-NO (40 kcal/mol vs. 20 kcal/mol) [167], favorable, donc a une
dénitrosation et a la captation de la partie thiyl par les AUNP. Cette réactivité a notamment
été mise a profit par deux équipes de chercheurs afin d’'une part d’'identifier les sites de
S-nitrosylation et S-glutathionylation de protéines et de quantifier indirectement du GSNO
dans du plasma recomposé [168,169]. Ces travaux ont montré des difficultés analytiques
telles que des limites de quantification inappropriées aux concentrations en GSNO
physiologique (10 nM a 10 mM selon la situation pathologique [170-172] vs. LOD a 100

nM) ou des problémes de discrimination des divers RSNO.

Dans ce contexte, les membranes nanostructurées apparaissent comme une
potentielle solution aux différents problemes cités. L’objectif est donc d’étudier 'influence
de la partie nitrosée sur le comportement et l'efficacité du dispositif. En effet,
limmobilisation des AuNP pourrait engendrer des modifications de leur réactivité face
aux RSNO.

5.1. PREUVE DE CONCEPT

Pour démontrer I'efficacité des filtres nanostructurés dans le contexte global des
RSNO, la méthodologie appliquée consiste a utiliser le filtre afin de dénitroser les RSNO
par simple contact avec les AuNP. Les thiols seraient adsorbés sur la membrane et le
NO ainsi que ses dérivés seraient filtrés sans étre retenus et analysés dans le filtrat
(Figure 24).
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FIGURE 24: METHODOLOGIE ANALYTIQUE APRES FILTRATION DES RSNO A TRAVERS LE FILTRE NANOSTRUCTURE
POUR QUANTIFIER LES RSH (A), RSNO (B), NO (C) ET IONS NITRITES (D).

Pour cela deux stratégies analytiques sont menées de front, la premiére avec le
dispositif nanostructurés en étudiant la capacité d’adsorption de la partie thiolée des
RSNO (Figure 24 a).

La seconde stratégie concerne la quantification de ce qui n’aurait pas interagi avec
la membrane, a savoir : NO, les ions nitrites générés et les RSNO n’ayant potentiellement
pas réagi. Dans le cas du NO, ce gazotransmetteur présente une demi-vie trés courte
(quelques secondes), deux méthodes de quantifications sont donc envisagées : directe
ou indirecte. La quantification directe du NO se fait avec une sonde spécifique qui mesure
les variations de potentiels généreés par la présence de NO (Figure 24 c). La quantification
indirecte du NO consiste a doser les ions nitrites NO2™ générés afin de revenir a la
quantité de NO initiale (Figure 24 d). Pour cela, la méthode utilisée est une méthode
utilisant le reactif de Griess et permettant de former, en présences d’ions nitrites, une
molécule (NAT) émettant en fluorescence a 570 nm. Enfin, les RSNO n’ayant pas réagi
avec la membrane seront quantifiés par la méthode de Griess-Saville, permettant de
dénitroser puis quantifier en fluorescence les ions nitrites générés (Figure 24 b).
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L’assemblage de I'ensemble de ces méthodes ménent a une caractérisation
compléte de 'ensemble des espéces présentes. Cette stratégie a donc été appliquée aux

membranes nanostructurées.

5.1.1. CINETIQUE D’INTERACTION AVEC LA MEMBRANE

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la cinétique de
dénitrosation des RSNO au contact des AuNP. En effet, la littérature fait état d’'une
réaction instantanée avec des AuNP colloidales [168,169]. |l est donc nécessaire de
verifier ce postulat avec les AuNP immobilisées. Pour cela, la réactivité des filtres
nanostructurés vis-a-vis des RSNO a été testée en fonction du temps de contact avec la
membrane. 500 uL de solution de S-nitroso-N-acétylcystéine (NACNO) a6 uM en tampon
PBS sont filtrés a différents temps (0,25h, 0,5h et 2h). Un contréle est réalisé en utilisant
un filtre non nanostructuré (témoin négatif). Le filtrat de chaque filtre (nanostructurés ou
non) est analysé afin de quantifier les ions nitrites et les RSNO. Les résultats montrent
gu’'aprés 15 min de contact avec la membrane nanostructurée, la quantité en NACNO
retrouvé dans le filtrat est inférieure a la LOQ de la méthode (10 nM) tandis qu’environ
90 % (87 + 3 %) de NACNO est retrouvé apres filtration a travers le filtre témoin (Figure
25).

En paralléle, la quantification des ions nitrites montre une augmentation de leur
concentration (deO uM at=0, juqua 55+ 0,2uM, 53 +£0,5uMet50+05uMat =
0,25 h, 0,5h et 2h respectivement). Cette augmentation est proportionnelle a la quantité
de RSNO ayant réagi avec la membrane. Cela traduit la forte réactivité du dispositif vis-
a-vis des RSNO, engendrant une rupture homolytique de la liaison S-NO avec captation
de la fraction RS" et libération du NO (et de ses dérivés).
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FIGURE 25: ETUDE DE L'INTERACTION ENTRE NACNO (6 pM) ET LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE EN FONCTION DU
TEMPS DE CONTACT (GRIS) PAR ANALYSE DES RSNO DANS LE FILTRAT (N = 3). LE CONTROLE EST REALISE DANS UN
FILTRE SANS AUNP (BLEU).

Il apparait que la dénitrosation par les AuNP immobilisées semble étre un
processus rapide (inférieur a 15 minutes). Des essais ont donc été menés avec une
filtration directe de NACNO et GSNO afin de mettre en évidence le caractére instantané
de la réaction comme c’est le cas pour les RSH. Des solutions de NACNO et GSNO a 6
UM ont donc été filtrées directement (t = 0 min) a travers un filtre nanostructuré et un filtre
témoin non nanostructuré. Les valeurs de la Figure 26 sont calculées par rapport au
témoin NACNO ou GSNO avant filtration. Les résultats mettent en évidence une
interaction RSNO-membrane instantanée avec une concentration résultante en NACNO
nulle (< LOQ) et une diminution d’environ 90 % pour GSNO (Figure 26). L’analyse de la
concentration en RSNO apreés filtration sur filtres témoins montre qu’il n’existe aucune
interaction entre la membrane seule et RSNO ni aucun effet du matériau (cellulose

régénérée).
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FIGURE 26: ETUDE DE L’INTERACTION PAR FILTRATION DIRECTE DE NACNO (BLEU) ET GSNO (GRIS) SUR UN FILTRE
NANOSTRUCTURE ET FILTRE TEMOIN, PAR ANALYSE DES RSNO PRESENTS DANS LE FILTRAT (N = 3).

Ces résultats témoignent de la réactivité des AUNP immobilisées, au sein de la
membrane, vis-a-vis des RSNO. La cinétique de cette réaction est instantanée et
entierement due a la présence des AuNP. En effet, la filtration a travers un filtre
nanostructuré n’a montré aucune interaction. Il a donc été montré la capacité du dispositif

a dénitroser les RSNO mais pas a capter la partie thiolée.

5.1.2. CAPACITE DENITROSANTE DE LA MEMBRANE

Apres avoir démontré la rupture instantanée de la liaison SNO et la libération de
NQO’, il reste a prouver que la partie thiolée libérée est bien adsorbée par la membrane et
non relarguée dans lefiltrat. Pour cela, on s’intéresse d’'une part a la quantification directe

du radical NO" a l'aide d’'une sonde spécifique au NO et de 'autre a la quantification des

RSH.
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La quantification du NO se fait par le biais d’'une sonde spécifique a NO. Pour cela,
la fiche constructeur de la sonde a NO atteste de sa spécificité, pour s’assurer de la
véracité de ces données, la spécificité a été testée au sein du laboratoire avec les ions
nitrites et nitrates ainsi qu'une autre espéce radicalaire : l'acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS). Aucun signal n’est induit suite a
lintroduction de ces espéces, confirmant la spécificité de la sonde pour le NO. Cela
signifie que les signaux induits par la sonde sont dus uniqguement a la présence de NO.
La seconde partie du clivage de la liaison S-NO, radical thiyl, est quantifiée en HPLC UV-

vis avec la méthode décrite précédemment.

L’étude consiste a filtrer 500 uL de GSNO 40 uM (20 nmol) dans du PBS a travers
un filtre nanostructuré, sans temps de pose, et de quantifier dans le filtrat les différentes
especes potentiellement présentes (NO°, GSH, GSSG et GSNO). Il apparait que les
concentrations en GSH et GSSG sont en dessous de la LOQ de la méthode (0,5 puM)
tandis qu’une concentration en GSNO de 8,5 uM est déterminée. La détection via
I'électrode a NO montre une libération de 34 yM de NO. La membrane nanostructurée
permet donc la dénitrosation de 78,8 % du GSNO présent suivi d’'une adsorption de la
totalité des thiols libérés. Parallelement, la quantité de NO quantifiée est concomitante a
la quantité de thiol adsorbés. Ces résultats confirment I'adsorption de la partie thiolée

suite a la dénitrosation du GSNO.

Ces différentes études ont permis de démontrer la réactivité des AuNP
immobilisées face aux RSNO. Cette réaction se fait de maniére instantanée et génere la
formation de deux radicaux : thiyl et NO. La partie thiolée est directement adsorbée sur
la membrane tandis que le NO est libéré dans le milieu sans interaction avec la
membrane. La réactivité du dispositif vis-a-vis de NACNO et GSNO semble étre similaire,
a cette concentration (6 uM), puisqu’environ 100% de chaque espéce est dénitrosée. Ces
résultats viennent compléter ceux obtenus précédemment avec les thiols seuls et
démontrent I'efficacité de la membrane nanostructurée avec les S-nitrosothiols avec un
comportement semblable. De la méme maniere que précédemment avec les RSH, les

performances du dispositif avec une matrice complexe ont été étudiées.
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5.2.  APPLICATION DU DISPOSITIF A UNE MATRICE BIOLOGIQUE : PLASMA

Les études précédentes démontrent le comportement et I'efficacité du dispositif
vis-a-vis des RSNO dans une matrice simple qu’'est le PBS. En se replagant dans le
contexte global de ce projet, et notamment I'étude de la pharmacodynamique des
différents donneurs de NO en milieu biologique, il convient d’étendre la preuve de concept

de ces filtres dans des matrices biologiques.

Les membranes nanostructurées ont été testées avec du plasma, provenant de
rats adultes males Wistar, supplémenté en GSNO a la méme concentration que
précédemment. Pour cela, le plasma est dilué au 1/10 dans du PBS puis supplémenté
en GSNO pour une concentration finale de 40 uM (20 nmol) et filtré a travers les filtres
(nanostructuré et témoin). Conformément a ce qui avait été fait avec les RSNO modeles,
le filtrat est analysé par la méthode de Griess et de Griess-Saville. Les résultats (n = 1)
sont regroupés sur la Figure 27 en parallele des résultats obtenus en matrice simple
(tampon PBS). L’analyse du filtrat montre que 15,9 yM de GSNO (8 nmol) n'ont pas
le filtrat. Cela traduit une dénitrosation incompléte des RSNO (61,5 %). Ce résultat
semble inférieur a celui calculé en matrice simple précédemment (78,8 %) mais nécessite
d’étre réalisé en n = 3 afin de confirmer cette tendance. De plus, si on considére
gu’environ 12 nmol de GSNO ont été dénitrosées, cela correspond a autant en NO et en
RSH. Cependant, seule 1 nmol d’ions nitrites est quantifiée. Cela souligne un probleme
de quantification de NO. Pour un dosage compilet, il faudrait quantifier en parallele NO et

ses dérivés.
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FIGURE 27: COMPARAISON DE L’INTERACTION GSNO/AUNP IMMOBILISEES EN FONCTION DE LA MATRICE : PBS
(BLEU) ET PLASMA (GRIS), AVEC TEMOINS SUR FILTRE NON NANOSTRUCTURES PAR ANALYSE DU GSNO DANS LE
FILTRAT (N = 1).

L'étude de l'efficacité du dispositif dans du plasma montre une |égére diminution
de la capacité de dénitrosation des AuNP. De plus, la quantification des ions nitrites n’est
pas en accord avec la quantité de GSNO dénitrosé. Cela peut s’expliquer par la

quantification indirecte du NO.

Les résultats suggérent la possibilité d’utiliser le dispositif pour quantifier le GSNO
endogene (120 a 180 nM [173]). En effet, bien que la concentration en GSNO soit trés
faible, il est possible de concentrer I'échantillon a travers le dispositif. Sachant qu'’il a été
montre, lors du développement du dispositif avec RSH, qu'il fallait 2,5 mL de DTT pour
désorber environ 92 % du GSH adsorbé. Il est possible d’imaginer filtrer environ 10 mL
de plasma afin d’adsorber suffisamment de GSNO pour avoir une concentration
supérieure a la LOQ de la méthode HPLC (0,5 pM) lors de l'analyse du relargage.
Cependant, il a été montré la propriété dénitrosante du filtre aboutissant a la capture des
thiols relargués ainsi que les thiols déja présents dans la matrice. Pour obtenir une
mesure exacte de la concentration en GSNO endogeéne, il faudrait bloquer la fonction SH
des thiols dans I'échantillon. Ainsi, seuls les thiols issus du clivage de la liaison S-NO

seraient. Pour cela, il est possible d'utiliser le N-ethylmaleimide (NEM) afin de bloquer la
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fonction thiol des RSH « libre » (Figure 28). D’autres molécules peuvent également servir
car classiguement utilisées pour former des liaisons de forte affinité avec la fonction thiol :
lodoacétamide ou encore methyl methanethiosulfonate. Cette stratégie est valable a
condition que I'énergie d’activation de la liaison entre 'agent bloquant et le thiol soit

supérieur a celle entre Au-S.
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FIGURE 28: ILLUSTRATION DE L’'UTILISATION DU NEM AVANT FILTRATION D’UNE SOLUTION CONTENANT RSH ET
RSNO (A) POUR BLOQUER LES FONCTIONS THIOL DES RSH (B) ET ADSORBER UNIQUEMENT LESTHIOLS ISSUS DE LA
DENITROSATION (C).

6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours des dernieres années, de nombreux nanomatériaux ont été developpés
pour la capture sélective d’analytes et notamment de thiols. Ces dispositifs montrent des
performances supérieures aux procédés classiques, sans nanomatériaux, mais
présentent des inconvénients. En effet, le fait d'utiliser des nanoparticules colloidales
engendre des problémes de stabilité dans le temps et vis-a-vis de I'environnement (pH,

température, especes présentes...). Ces différents facteurs obligent a mettre en place
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des étapes de prétraitement ou limitent les applications en fonction des matrices. De plus,
ces dispositifs sont a usages unique et tres dépendant des propriétés des nanomatériaux

eux-mémes.

Pour pallier ces problémes de stabilité et augmenter la praticité des méthodes,
limmobilisation des nanoparticules est une solution largement décrite. Parmi les supports
utilisés pour créer des matériau nanostructurés, la littérature fait état de la cellulose,
notamment pour la préconcentration d’analytes [155]. Ce matériau est bon marché,
facilement structurable et présente une porosité intéressante pour les échanges avec
différents milieux. De plus, parmi les dispositifs mis au point, les méthodes de
nanostructuration sont diverses (par couplage galvanique [174], electropolymérisation
[175], électrodéposition [176] ...). Cependant, aucune de ces méthodes n’est décrite pour

la détection de thiols.

Parmi les dispositifs nanostructurés développés pour l'analyse de thiols, la
littérature fait majoritairement état d'immobilisation d’AuNP sur des supports de SALDI et
MALDI-MS (Surface/matrix assisted laser desorption/ionisation) ou encore sur des
capillaires d’électrophorése pour détection directe [177-179]. Ces méthodes permettent
d’atteindre des limites de quantification tres basses (de l'ordre du nanomolaire).
Néanmoins, 'immobilisation se fait directement sur le matériel de la méthode analytique
ce qui représente un support couteux. Plus récemment, des chercheurs ont mis au point
des seringues en polypropyléne modifiée avec des AuNP pour la détection de GSH. Ce
dispositif est moins onéreux et facile a nanostructurer. La méthode d’immobilisation
utilisée consiste a activer la surface, en utilisant divers solvants, puis fonctionnaliser le
matériau avec des fonctions thiols pour immobiliser les AuUNP. Les auteurs obtiennent
une seringue nanostructurée sur la partie inférieure qui n’est pas en contact avec le
piston. En effet, lors de ce projet, il a pu étre montré lors de la fabrication des membranes
que les seringues utilisées pour faire passer les liquides a travers le filtre avaient
tendance a accrocher des AuNP. Seulement ces nanoparticules immobilisées sont
« arrachées » lors du passage du piston. Ceci expliquerait que seule la partie basse de
la seringue contienne des AuNP. On peut donc se questionner sur la stabilité de la couche

d’AuNP sur le support.
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Ainsi, notre dispositif répond aux diverses problématiques soulevées par les
méthodes précédemment citées. En effet, il utilise un support simple, facilement
modifiable et utilisable et offre une grande surface d’échange entre les AuNP et
'environnement du fait de la porosité de la membrane. En effet, les filtres seringues sont
déja utilisés en routine dans beaucoup de laboratoires, rendant ainsi le dispositif simple
et pratique d’utilisation. Le traitement d’échantillon en est ainsi nettement raccourci avec
une simple filtration. De plus, le procédé de nanostructuration, dérivé du layer-by-layer,
est un procédé communément utilisé, qui ne nécessite pas d’appareillage particulier et
utilise une matiére premiére bon marché (cellulose régénérée). Il est possible d’imaginer
une industrialisation de ce procédé avec des pousses seringues automatiques par

exemple, afin de produire les filtres a plus grande échelle.

Les résultats obtenus montrent I'efficacité des membranes nanostructurées pour
'adsorption et la désorption de thiols et de S-Nitrosothiols. II apparait que malgré les
différences des deux approches en termes de mécanismes (adsorption ou dénitrosation),
les taux de captures sont similaires avec un comportement thiol dépendant. De plus,
I'application a du plasma de rat, comme premiere approche en matrice complexe, permet
d’envisager I'utilisation de ce dispositif a d’autres matrices. Le tableau 5 résume
'ensemble des résultats principaux obtenus avec les deux espéces thiolées (RSH et
RSNO). Aucune différence majeure n’apparait en termes d’adsorption dans chacune des
deux matrices. Ceci souligne une transposabilité des deux approches une fois
dénitrosation des RSNO. Le dispositif est donc un outil simple et pratique permettant
d’analyser différentes matrices sans prétraitement avec un effet de concentration de

I'échantillon adapté aux traces de thiols.
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TABLEAU 5: RECAPITULATIFS DES DONNEES D'ADSORPTION OBTENUES AVEC RSNO ET RSH DANS MATRICE SIMPLE

ET PLASMA.
RSH RSNO (n=1)
Cinétique d’adsorption Instantanée Instantanée
NAC/NACNO 90,7+5,4 100,0
Adsorption PBS (%)
GSH/GSNO 99,5+0,2 78,8
NAC/NACNO 84,0 +4,9 /
Adsorption plasma (%)
GSH/GSNO 90,5+4,2 61,5

Ces résultats ont permis de souligner une différence de comportement thiol
dépendant vis-a-vis de la membrane. En effet, a saturation, chaque AuNP peut adsorber
environ 400 molécules de NAC contre seulement 100 de GSH. Ces résultats suggérent
qgu’en jouant sur la quantité d’AuNP immobilisées, on puisse augmenter les performances
d’adsorption du dispositif. Or, il a été montré que la saturation en AUNP de la membrane,
telle qu’elle est présentée dans ce chapitre, est atteinte. Pour augmenter la capacité
d'immobilisation, il est envisageable de disposer des filtres nanostructurés en série et

ainsi gagner en sensibilité.

Ainsi, le dispositif tel qu’il est présenté dans cette partie n'est pas figeé et peut parfaitement
s’adapter a la matrice visée. En effet, 'utilisation de matrices agroalimentaires possédant
des thiols volatils en trés faible quantité (de I'ordre du ng/L) améne d’autres possibilités
de traitement d’échantillon et de stratégie d’adsorption/désorption. La concentration en
thiol étant jusqu’a 1000 fois inférieur a celle des thiols dans les fluides biologiques, une
adaptation de la taille de la membrane est possible. De plus, le caractére volatil des thiols
permettrait une désorption thermique des composés. Pour cela, 'immobilisation d’AuNP
sur des fibres SPME ou une diminution du précédent dispositif a une simple membrane
nanostructurée pour adsorption et désorption thermique par évaporation de I'échantillon

est envisageable.
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1. THIOLS VOLATILS ET METHODES ASSOCIEES

Le terme molécule volatiles désigne des composés présentant une pression de
vapeur élevée a température ambiante. Cette grande famille regroupe des composés
présents au niveau biologiques, environnemental ou agroalimentaire. Ces espéces ont la
capacité de se volatiliser a température ambiante et pression atmosphérique. A I'échelle
microscopique, cela se traduit par la capacité d’'une substance a se vaporiser. Cette
volatilité dépend de I'état (liquide ou solide), du type de solvant contenant la molécule ou
encore du type de groupements présents. En effet, la présence d’'un groupement
aromatique favorise le caractére volatiie d’une molécule. Ces composés sont
généralement associés a une odeur. Par exemple, le corps humain sécréte un large panel
de composés volatils de diverses classes chimiques telles que des aldéhydes, cétones,
alcools, hydrocarbures, composés soufrés et azotés [180]. D’un point de vue
environnemental et industriel, ces especes volatiles sont connus sous le nom Composés
Organiques Volatils (COV) et sont tres controversés et décrits pour leurs potentiels effets
cancérigenes (benzene, dichlorométhane...). Enfin, dans le monde de I'agroalimentaire,
ces composés volatils sont d’origine organique et caractérisés par leur fort pouvoir
olfactif. Ces especes appartiennent l1a encore a différentes classes chimiques tels que les
hydrocarbures, les aldéhydes, les acides, alcool, ester, thiols... La particularité de ces
molécules volatiles est qu’elles exercent leur pouvoir olfactif a trés faible concentration,

voire a I'état de traces, sauf dans le cas des épices et des aromates.

L’investigation de ces molécules volatiles connait un essor depuis quelques
années menant au développement de méthodologies analytiques. Parmi les plus
courants, l'utilisation d’'un spectromeétre de masse (MS) [180] qui est toujours couplé a

une technique séparative telle que de la chromatographie gazeuse (GC) [182].

En effet, ces techniques sont parfaitement adaptées a I'application aux molécules
volatiles. Peut également s’ajouter I'utilisation d’'une fibre SPME (Solid Phase Micro

Extraction) afin de pré concentrer I’échantillon avant analyse en GC, par exemple [183].
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Dans la littérature, la méthode majoritairement décrite pour 'analyse de composés
volatils est la GC-MS. Par exemple, celle-ci est utilisée pour quantifier les molécules
volatiles présentes dans différents yaourts afin de déterminer I'influence de I'étape de
fermentation sur le caractéere doux ou acide du produit [184]. Cette technique a également
permis a Ulrich et al. de déterminer le profil aromatique des différentes variétés de fraises
[185]. Malgré la prépondérance de I'utilisation de la GC pour ces composés, la littérature
fait également état de 'usage de chromatographie liquide. Wu et son équipe ont ainsi
développé une méthode d’identification des composés phénoliques présents dans le café
en fonctions de différents paramétres de torréfaction. La quantification des especes
volatiles est réalisée en HPLC couplée a une masse en tandem (MS-MS) [186].
L'utilisation de MALDI/SALDI-MS est également décrite dans la littérature pour
l'identification de ces molécules. Par exemple, une équipe de chercheurs a utilisé cette
technique afin de déterminer la structure de différentes huiles essentielles pour les mettre
en relation avec leur activité biologique [187]. Enfin, la complexité des matrices et la
diversité des molécules présentes dans celle-ci méne parfois a I'utilisation d’'une SPME
avec une fibre permettant aprés chauffage de I'échantillon, de capturer uniquement les
composés volatils. Ainsi, des chercheurs ont étudié avec cette technique les profils
aromatiques de différents miels afin de mettre en évidence d’éventuelles contaminations
extérieures [188]. L'identification de ces composés s’est faite en associant la SPME a

une désorption thermique afin d’étre analysé en GC-MS.

Cette liste non exhaustive montre 'ensemble des méthodes les plus couramment
utilisées afin d’analyser ces molécules au caractére volatile. En effet, ces méthodes sont
différentes des méthodes classiques telles que la spectrophotométrie ou encore
I'électrophorése capillaire ou HPLC qui sont peu adaptées aux propriétés de ces

composés.

Les thiols font partie des composés volatiles et cette fonction thiol leur confére des
propriétés olfactives et gustatives. Parmi les thiols les plus connus dans le domaine
agroalimentaire, on retrouve le 3-mercaptohexanol (3MH) responsable du godt du
pamplemousse, le 2-furfurylthiol (2FFT) responsable du golt du café torréfié dans le café

a faible concentration qui peut, a des concentrations plus élevées engendrer une odeur
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indésirable. Le 4-sulfanyl-4-méthylpentan-2-ol (4MSPOH) apporte une odeur citronnée
tandis que le 3-mercaptohexyl acétate (SMHA) a une odeur de fruit de la passion. Enfin,

le godt indésirable de type amine peut étre lié a la présence de méthylbutéthiol (MB).

D’un point de vue analytique, les thiols sont des composés nécessitant des
méthodologies complexes du fait de leurs réactivités et des niveaux de concentration
extrémement faibles qu’il est nécessaire d’atteindre pour étre en mesure de doser ces
molécules au niveau de leur seuil de perception. Darriet et Tominaga ont été les premiers
en 1995 a isoler les thiols volatiles dans le vin a travers une méthode de dérivatisation
utilisant un dérivé mercurique afin d’étre détectable en GC-MS [189]. Cependant, le
réactif utilisé est trés toxique et polluant et la méthode était chronophage. Par la suite
d’autres agents de dérivatisation ont été testés afin d’atteindre les limites de quantification
adéquates [190]. Enfin, la démocratisation des méthodes chromatographiques couplées
a de la spectrométrie de masse a permis de simplifier les procédures [191-193]. Malgré
I'utilisation de ces méthodes, la sensibilité et la sélectivité vis-a-vis de ces thiols restent

un challenge.

Ainsi, les méthodes développées pour l'analyse de composés volatils et
notamment de thiols utilisent des appareillages comme de la chromatographie couplée a
de la spectrométrie de masse. Afin de gagner en sensibilité et en sélectivité, des étapes
d’extraction, comme de la SPME, sont utilisés du fait des matrices souvent complexes

qui contiennent ces composés.

Cette technique permet d’extraire et de concentrer des molécules d’intérét avec
analyse en chromatographie couplée ou non a un spectrométre de masse sans utiliser
de solvant. La SPME est composée d’une tige métallique avec a I'extrémité une tige
flexible de silice sur laquelle est greffée la phase stationnaire qui varie selon sa
composition et sa taille (exemple : Polyiméthylsiloxane PDMS, acrylate...). L’extraction
se fait par interaction entre les analytes et la fibre par contact directe dans le liquide ou
par extraction dans I'espace de téte d’'un flacon et évaporation de I'échantillon. Cette
phase d’adsorption est régie par un type de fibre, un temps et une température

d’extraction. Il s'ensuit I'étape d'analyse par désorption thermique des analytes
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directement dans l'injecteur de la chromatographie. Parmi les déclinaisons on retrouve
I'extraction par sorption sur Barreau aimanté idéal pour I'extraction liquide/liquide puisque
le barreau aimanté, recouvert d’'un polymeére (du PDMS le plus souvent) est plongé dans
I'échantillon pour I'extraction et associé a une désorption thermique ou liquide (idéal pour
les composés thermosensible) [194,195]. Pour chaque technique, le phénomeéne
d’extraction est gouverné par des modeles mathématiques prenant en compte le
coefficient de distribution de I'analyte entre sa matrice et la fibre, le volume de la fibre et
d’échantillon ainsi que la concentration initiale de I'analyte. Tous ces parameétres
permettent de calculer la concentration d’analyte extrait. En pratique, c’est la molécule
d’intérét qui influence le choix de la fibre. Pour les composés volatils a I'état de trace |l
est conseillé d’utiliser une fibre divinylbenzéne/carboxen/PDMS [196] ou PDMS [197].

Malgré cela les techniques mise en ceuvre, la faible concentration et la faible
stabilité de ces molécules, associée au temps de prétraitement générent des problémes
analytiques. Dans ce contexte, I'utilisation de la membrane nanostructurée permettrait de
rapidement adsorber les composés thiolés afin de les « bloquer », pour pallier les
problemes de stabilité, et de les quantifier. Cette quantification ne peut pas étre faite avec
la méthode HPLC décrite dans le chapitre 2 pour toutes les raisons citées précédemment.
Ainsi, le dispositif sera couplé a une extraction en SPME suivi d’une quantification en GC-
MS. Ce type de méthodologie a en effet déja fait ses preuves puisqu’elle est mainte fois
décrite dans la littérature. D’autre part, le caractére volatile des thiols a fait évoluer le
dispositif vers une structure pouvant étre fermée hermétiquement, afin d’éviter toute

évaporation d’analyte menant a des erreurs de quantification.

Le dispositif présenté dans ce chapitre est une transposition de celui présenté
dans le chapitre 2 car il est composé de la méme membrane en cellulose régénérée mais
insérée non plus dans un filtre seringue mais dans un tube centrifugable. Cela permet de
conserver le filtrat aprés filtration a travers la membrane nanostructurée dans un
environnement clos afin qu’il n'y ait aucune perte. Les spécificités de ce dispositif se
trouve au niveau du mode de filtration qui ne se fait plus a l'aide d’'un piston mais avec
une force centrifuge. De plus, la surface de la membrane est 10 fois inférieure a celle du

précédent dispositif. Tous ces changements peuvent influer sur les performances du
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dispositif au niveau de la nanostructuration ou de l'interaction avec les thiols. Ainsi, ce
chapitre décrit le développement de ce nouveau dispositif, I'étude de I'adsorption et de la
désorption de thiols afin de les comparer au précédent dispositif. Enfin, la membrane sera
appliquée des matrices réelles (vin rouge, vin rosé, biére) pour évaluer le dispositif avec

des échantillons complexes.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. MEMBRANES

Les membranes utilisées pour la nanostructuration proviennent de chez Corning.
Ce sont des membranes Costar® Spin-X® filtres centrifugables en cellulose régénérée
avec un tube en polypropyléne Figure 29. La membrane posséde un diametre de 0,7 cm
pour une surface de 0,4 cm?. Les filtres ont un volume de travail, c'est-a-dire une
contenance maximale au-dessus et en dessous du filtre, de 500 pL qui est fixé comme

volume de dépoét pour 'ensemble de ce projet.
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FIGURE 29: MEMBRANE EN CELLULOSE REGENEREE DANS LE DISPOSITIF CENTRIFUGEABLE.

La membrane en cellulose régénérée présente une porosité de 0,45 um comme le
précédent dispositif. Les différences entre les deux membranes sont au niveau de la taille
de la membrane (3,1 cm? vs. 0,4 cm? pour le filtre centrifugable) et du mode de filtration.
Le développement de ce nouveau dispositif s’est donc basé sur une adaptation de la

précédente méthode de nanostructuration.

2.2. NANOSTRUCTURATION

La procédure d'immobilisation se base sur celle développée et décrite au Chapitre
2 (Figure 30), a savoir en utilisant un polymére chargé positivement afin de créer une
phase d’accroche permettant d’interagir avec les AuNP. Pour cela, un polymére
d'accroche chargé positivement, le poly(hydrochlorure d'allylamine) (PAH 10 g/L ou 1

g/L) est déposé sur la membrane pendant 10 min avant d’étre centrifugé a 'aide d’'une
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micro-centrifugeuse (Eppendorf Mini Spin Plus). Cette étape de conditionnement de
surface est réalisée une seule fois. Il s'ensuit des étapes de ringage avec 500 pL d’eau
ultrapure (>18.2 MQ cm) et 500 pL de tampon Tris-HCL pH 7,4. Cette derniere étape a
pour but d’ioniser le polymere afin de rendre disponible des charges positives pour
'encrage des AuNP. Enfin, 500 uL d’une solution d’AuNP (60 nM) sont déposés sur la
membrane et laissés en contact pendant 10 min avant d’étre centrifugés. L'immobilisation
des AuNP est obtenue par interactions électrostatiques entre les AuNP chargées
négativement et le PAH chargé positivement. La densité d'immobilisation est augmentée
en réitérant les étapes de rincages et de dépbt d’AuNP. Dans ce chapitre, des valeurs de

15 et 30 cycles d’AuNP ont été étudiés afin d’évaluer la saturation de la membrane.

Les conditions de réglage de la micro-centrifugeuse permettent des vitesses de
centrifugation allant de 500 x g et 14 000 x g. L’élution des échantillons est effectuée a

14 000 x g pendant 1 min pendant toute la phase de développement du dispositif.
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FIGURE 30: METHODOLOGIE D’IMMOBILISATION DES AUNP COLLOIDALES SUR UN FILTRE CENTRIFUGEABLE BASE
SUR LES INTERACTIONS ELECTROSTATIQUES ENTRE LE POLYMERE D’ACCROCHE (CHARGE POSITIVEMENT) ET LES
AUNP (CHARGEES NEGATIVEMENT).

Les membranes ainsi nanostructurées avec les différents parameétres testés
(concentration en PAH et nombre de cycles) devront étre caractérisées afin de déterminer

leur densité d'immobilisation. Ces données ont pour but de mettre en évidence les

parameétres permettant la plus grande immobilisation d’AuNP.
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2.3. CARACTERISATION

La méthode de quantification des AuNP immobilisées sur les membranes
centrifugables est identique a celle décrite au chapitre 2 pour la quantification sur
membrane filtre seringue. Brievement, la membrane est récupérée, découpée en
morceaux et déposée dans une solution de dibrome qui va oxyder les AUNP. Sous cette
forme ionique, I'or va interagir avec la Rhodamine B afin de former une paire d’ions, qui
apres extraction, est quantifiable HPLC en phase inverse associée a une détection UV-

vis a 555 nm. La méthode est décrite de maniére détaillée dans I'article 2.

Cette quantification permet de déterminer les paramétres de nanostructuration
permettant d’obtenir la plus grande densité d'immobilisation. La membrane ainsi

sélectionnée sera utilisée tout au long du projet.

2.4. EVALUATION DES PERFORMANCES DU DISPOSITIF

Les performances d’adsorption et de désorption du filtre centrifugeable sélectionné
ont été évaluées a travers I'utilisation d’un thiol modéle : NAC. Ce thiol a été choisi en se
basant sur les travaux du chapitre 2. Le but étant d’évaluer les performances du dispositif,
afin de le comparer au précédent, seul un des deux thiols modéles décrit au chapitre 2 a
été utilisé. Or, NAC avait montré de meilleurs résultats en termes d’adsorption et
désorption, c’est pourquoi il a été préféré au GSH. L’objectif n’étant pas ici d’étudier le

caractére thiol dépendant de la membrane.

Ainsi, une solution de NAC (diluée dans la phase mobile de la méthode HPLC) est
déposée a raison de 500 pL sur la membrane et laissée 10 minutes au contact de celle-
ci (Figure 31). Le dispositif est ensuite centrifugé a I'aide d’'une micro centrifugeuse a 14
000 x g pendant 1 minute et analysé en HPLC a l'aide de la méthode décrite au chapitre
2.
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Les conditions opératoires de centrifugation sont choisies afin de permettre une
filtration des échantillons sans probléeme de résistance due a la nanostructuration. L’autre
critere est le temps de filtration, celui-ci ne doit pas étre trop long afin d’éviter une
dégradation des molécules. Enfin, le temps d’'imprégnation de la membrane est fixé a 10
minutes comme c’est le cas lors de I'étape de nanostructuration. Ce temps est différent
de celui avec le filtre seringue (0 min) puisque la configuration du dispositif ne permet pas
une imprégnation compléete de la membrane mais seulement en surface. Pour ces raisons
le temps a été modifié afin de permettre une mise en contact suffisante entre membrane

et échantillons.

L’étape de désorption est réalisée suivant le méme mode opératoire avec des

dépéts de 500 L de DTT 50 mM suivis d’une centrifugation et analyse du filtrat en HPLC.
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FIGURE 31: MMETHODOLOGIE D’UTILISATION DU DISPOSITIF NANOSTRUCTURE CENTRIFUGEABLE AVECS PBS. LE
PROCESSUS SE DECOMPOSE EN DEUX ETAPES (ADSORPTION ET DESORPTION) SUIVIES D’UNE QUANTIFICATION EN
HPLC.
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L’évaluation des capacités d’adsorption et de désorption du dispositif permet de
comparer le dispositif nanostructuré centrifugeable et le filtre nanostructuré seringue. De
plus, les résultats obtenus permettront une adaptation aux matrices complexes
notamment en termes de concentration de thiol ajoutée a ajuster vis-a-vis de la saturation

en thiol calculée.

2.5. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS ALIMENTAIRES

L’application du dispositif nanostructuré a des matrices alimentaires liquides utilise
5 types de matrices : de I'eau, un mélange eau éthanol 12% (V/V), du vin rouge, du vin
rosé et de la biéere (Kronenbourg™). Ces différentes matrices sont surchargées avec 3
thiols différents : le 3MHA, 3MH et le 2FFT, a raison d’un thiol par matrice et a une
concentration finale d’'un 1 mg/mL (correspondant 4 5,7 uM, 7,4 uM et 8,8 uM pour SMHA,
3MH et 2FFT). Ces thiols sont déja naturellement présents dans les matrices telles que
le vin ou la biére mais a des concentrations trés faible (de I'ordre du ng/L). Ces matrices
contenant des thiols sont déposées (500 pL) sur le filire et laissées en contact 10 min
avec la membrane. Une fois ce temps écoulé, I'échantillon est filtré a travers la membrane
a I'aide d’'une micro centrifugeuse (5000 x g pendant 1 min). Cette étape de dépot et
centrifugation est répétée 4 fois afin d’obtenir un volume total filiré de 2,0 mL
correspondant a 2 mg de thiols filtrés. L’analyse du filtrat se fait comme suit : le filtrat est
récupéré afin d’y ajouter 8,0 mL d’eau et 10 uL de 3-octanol (étalon interne). Ce mélange
est ensuite analysé grace a une méthode SPME couplée a une GC et de la spectrométrie
de masse (SPME GC-MS) (Figure 32). Cette méthode sera décrite ultérieurement.

La désorption chimique utilisant du DTT suit la méme stratégie a savoir dépét de
2,0 mL (en 4 fois 500 pyL) de DTT 50 mM avec 10 min de temps de contact suivi d’'une
filtration par centrifugation. Le filtrat est ensuite complété avec 8,0 mL d’eau et 10 pL de
3-octanol afin d’étre analysé en SPME GC-MS (Figure 32 B).
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FIGURE 32: METHODOLOGIE D’UTILISATION DU DISPOSITIF NANOSTRUCTURE CENTRIFUGEABLE AVECS PBS. LE
PROCESSUS SE DECOMPOSE EN DEUX ETAPES (ADSORPTION ET DESORPTION) SUIVIES D’UNE QUANTIFICATION EN
SPME GC-MS.

Comme mentionné dans l'introduction, I'analyse des filtrats, afin de caractériser
les étapes d’adsorption et de désorption, ne peut pas étre faite avec la méthode HPLC
développée pour la quantification de NAC et GSH du fait de la volatilité des composés
thiolés. Pour cela, une méthode GC couplée a de la spectrométrie de masse a été utilisé

en collaboration avec I'entreprise TwistAroma basée a Strasbourg.

2.6. QUANTIFICATION

La méthode utilisée pour quantifier la NAC lors du développement du dispositif est

la méthode HPLC par appariement d’ion décrite développée et validée dans l'article 2.

Les thiols volatils présents dans les différentes boissons sont analysés par SPME
GC-MS. La méthode est la suivante : les échantillons (aprés ajout d’eau et de 3-octanol)
sont positionnés dans un incubateur chauffé a 40 °C pendant 10 minutes, suivi de 50
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minutes d’extraction avec une fibre SPME. La fibre SPME est ensuite désorbée pour
injection en GC-MS.

La méthode GC comprend un gradient comme suit : 2 minutes 40°C — 10 °C/min
pendant 21 minutes — 250 °C pendant 7 minutes. Le débit d’hydrogéne est de 8 mL/min
au plus bas et 38 mL/min au plus élevé et celui de l'air est de 50 mL/min. Le spectrométre
de masse est en mode scan, le détecteur est a 280 °C. Les analyses ont été réalisées
avec un systéme de GC Agilent 7890B couplé a une MS Agilent 5977A MSD également
couplée a un détecteur a chimioluminescence au soufre (SCD) Agilent. La fiore SPME
utilisée est une fibre commerciale (divinylboenzene (DVB), carboxen (CAR), PDMS) de 2

cm avec un passeur automatique Gerstel.

La capacité d’adsorption des cartouches a été évaluée par étalonnage interne
avec l'injection de 3-octanol. Le ratio entre le résultat obtenu sur le filtrat aprés adsorption
ou désorption et celui de la solution déposée permet d’obtenir un pourcentage

d’adsorption/désorption.

Des mesures avec un détecteur spécifique des molécules soufrées ont été
réalisés. Pour cela, un détecteur de chimioluminescence de soufre (DCS) est employé.
Celui-ci permet de provoquer des réactions d’oxydation et de réduction, a travers
l'injection d’oxygéne et d’hydrogéne, afin de former du dioxyde de soufre (SO2) puis du
monoxyde de soufre (SO). Ces molécules sont ensuite envoyées vers une chambre de
réaction comprenant un flux d’ozone. La collision entre les deux espéces génére une
émission lumineuse détectée par un photomultiplicateur et permettant une quantification
des molécules soufrées et plus particulierement thiolées dans le cas présent.
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3. DEVELOPPEMENT DU DISPOSITIF

3.1. CHOIX DU DISPOSITIF

Le dispositif tel qu’il est présenté au chapitre précédent permet une utilisation
simple gréce a une filtration directe de I'échantillon. Celui-ci est parfaitement adapté aux
échantillons biologiques qui, aprés prélevement, peuvent étre directement filtrés puis
analysés. Or, les thiols dans les matrices alimentaires présentent un caractéere volatil et
sont trés peu concentrés (de I'ordre du ng/L). Afin de coller au mieux a ces propriétés, un
autre dispositif nanostructuré a été imaginé. Celui-ci est composé d’'une membrane en
cellulose régénérée, identique a celle des filires seringues décrits précédemment,

incorporée dans un dispositif tube centrifugable. L’objectif de ces dispositifs est multiple :

- Simplifier la méthode de production avec un procédé semi-automatisé par le biais
d’'une mini centrifugeuse pour filtrer les différents liquides. Procédé plus
standardisé et potentiellement industrialisable.

- Miniaturisation du dispositif (Figure 33) en adéquation avec les faibles
concentrations en thiols rencontrés.

- Dispositif clos afin d’éviter toute possibilité d’évaporation de la matrice comme cela

peut étre le cas avec 'alcool par exemple.

FIGURE 33: MEMBRANE NANOSTRUCTUREE CENTRIFUGEABLE.

122



Chapitre 3

3.2. NANOSTRUCTURATION

Pour nanostructurer ce dispositif, la méthode utilisée est la méme que celle décrite
pour les filtres seringues. Du fait de la taille réduite de la membrane (10 fois plus petite
que lefiltre seringue), différentes conditions ont été testées. Deux concentrations en PAH
(1 g/L et 10 g/L) ont été utilisées afin d’adapter la concentration en polymére a la taille de
la membrane. De plus, le nombre de cycles d’AuNP a été augmenté a 30 pour étudier la
saturation en AUNP. L’orimmobilisé sur les différentes membranes obtenues est quantifié
par HPLC (méthode décrite précédemment) afin de déterminer les conditions permettant

d’obtenir la plus grande densité d'immobilisation (tableau 6).

TABLEAU 6: ETUDE DE LA DENSITE D'IMMOBILISATION EN AUNP PAR CM? EN FONCTION DE DEUX PARAMETRES : LA
CONCENTRATION EN PAH ET LE NOMBRE DE DEPOTS D'AUNP.

Nombre de dépo6ts d’AuNP Nombre de AuNP / cm?
15 6,13.10"°
PAHa1 g/L
30 1,06.10'°
15 7,54.10"°
PAHa 10 g/L
30 8,30.10™

Les résultats montrent des densités d'immobilisation similaires avec 1 ou 10 g/L
de PAH et 15 ou 30 cycles de dépots d’AuNP. Ces résultats suggérent que le PAH est
amené en exces puisqu’'un changement de concentration n’influence pas la densité
d'immobilisation en AUNP. De plus, la quantité d’AuNP immobilisées ne variant pas pour
15 ou 30 dépdbts, cela signifie que la saturation de la membrane est atteinte avec au plus

15 cycles.

Ainsi, pour des raisons de comparaisons, la condition 10 g/L de PAH et 15 cycles

d’AuNP sera utilisée pour le reste de ce projet. En effet, ces conditions sont les mémes
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que celles des filtres seringues et permettront de comparer les performances des deux
types de dispositifs entre eux.

Il apparait que ces membranes permettent d'immobiliser 10 fois plus d’AuNP que
sur les filtres seringues (10'° vs. 10') sur une surface 10 fois inférieure (0,4 cm?2 vs. 3,1
cm?). Puisque la densité d'immobilisation seule ne permet pas d’évaluer l'efficacité de la
membrane vis-a-vis des thiols, des tests d’adsorption et de désorption de thiols ont été

réalisés. Les performances de ce dispositif seront comparées aux filtres seringue.

3.3. EVALUATION DE L'EFFICACITE DE LA MEMBRANE

L’efficacité des membranes est déterminée vis-a-vis de leur capacité a adsorber
et désorber des thiols. Pour cela, une solution de NAC 50 puM (500 L) est filirée a travers
la membrane a 'aide d’'une micro centrifugeuse pendant 60 secondes a 14000 x g. Le

filtrat est ensuite analysé a I'aide de la méthode HPLC décrite et validée dans I'article 2.

Les résultats montrent que 15 + 1 nmol de NAC ont été adsorbées ce qui
correspond a un taux d’adsorption de l'ordre de 60 % de la NAC initialement déposée.
En comparant les filtres seringues (10'* AuNP/cm2 pour une surface 3,1 cm?) et les filtres
centrifugeables (10'® AuNP/cm? et 0,4 cm?), l'adsorption en NAC sur le filtre

centrifugeable apparait plus faible avec une densité d'immobilisation plus importante.

Par la suite, la saturation de la membrane a été évaluée par ajouts successifs de
NAC 25 nmol sur le filtre et analyse des filtrats. Il apparait que la membrane
nanostructurée est saturée en NAC avec 27 nmol (Figure 34) contre 270 nmol pour les
filtres seringues. Ainsi, la membrane centrifugable présente une capacité d’adsorption
maximale dix fois inférieure a celle du filtre seringue alors que sa densité d'immobilisation

est dix fois supérieure.
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FIGURE 34: ETUDE DE LA SATURATION DE LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE PAR AJOUTS SUCCESSIFS DE 25 NMOL
DE NAC (500 pL 500 pM) (N = 1).

Ces résultats posent des questions quant a I'organisation des AuNP au sein du
filtre. L’hypothése émise pour expliquer cette différence d’efficacité d’adsorption repose
sur la différence de densité d'immobilisation. En effet, en immobilisation dix fois plus
denanoparticules sur un support dix fois plus petit, il peut y avoir un encombrement
stérique des AuNP entre elles. De maniere trés schématique, ce phénomene diminuerait
le nombre de sites de liaisons possibles pour les thiols en rendant inaccessibles certaines
AuNP (Figure 35). Ce constat est corroboré par I'observation d’'une difficulté de filtration
de certains échantillons a travers le filtre nanostructuré lors de certaines manipulations.
En effet, une trop grande quantité d’AuNP pourrait avoir pour effet de colmater
partiellement le filtre et donc rendre plus difficile le passage d’échantillon. Afin d’obtenir
un élément de réponse a cette hypothese, il faudrait immobiliser sur la membrane la
méme quantité d’AuNP que sur les filtres seringue (10'* AuNP/cm?) et étudier 'adsorption
de NAC afin de comparer les résultats. Si la quantité de NAC adsorbés apparaissait
identique (270 nmol) cela permettrait de souligner un probléme d’encombrement stérique
des AuNP. Dans le cas contraire, 'hypothése se tournerait vers des différences

d’adsorption dues a la méthode de filtration par centrifugation.
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FIGURE 35: ILLUSTRATION DU PHENOMENE D’ENCOMBREMENT STERIQUE DES AUNP SUR LES DIFFERENTS
MEMBRANES NANOSTRUCTUREES.

La seconde hypothése émise pour expliquer le taux d’adsorption plus faible réside
dans la vitesse de centrifugation. En effet, il est possible que celle-ci influe sur la
possibilité d’'interaction entre les thiols et la membrane mais également sur la stabilité des

molécules.

La vitesse a donc été modifiee en la faisant varier de 14000 x g a 1 x g,
correspondant a une filtration sous vide sans centrifugation (similaire aux filtres
seringues). La Figure 36 met en évidence l'influence de la vitesse de centrifugation sur
'adsorption des thiols. En effet, plus la vitesse diminue plus le taux d’adsorption
augmente, passant d’environ 60 % a 95 % pour 14000 et 1 x g respectivement. Ceci
illustre I'importance du contact thiol-membrane. Bien que l'adsorption se fasse de
maniere instantanée, comme cela a déja été démontré, il faut tout de méme une mise en
contact suffisante entre les thiols et les AuNP. Il semblerait que [l'utilisation d’une
centrifugeuse ne permet pas une imprégnation totale suffisamment longue de la
membrane. Ces différences résident aussi dans le dispositif lui-méme. En effet, les filtres
centrifugeable ne permettent pas une imprégnation de la membrane comme c’est le cas
pour les filtres seringue présentant un volume d’'imprégnation englobant la membrane.
Le volume déposé sur ces nouveaux filtres reste en surface de la membrane et ne la

traverse qu’au moment de la centrifugation ce qui parait insuffisant.
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FIGURE 36: EVOLUTION DU POURCENTAGE D’ADSORPTION DE NAC SUR LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE EN
FONCTION DE LA VITESSE DE ROTATION DE LA CENTRIFUGEUSE (N = 1).

L’étape de relargage a été réalisée conformément a ce qui a été décrit dans I'article
2, c’est-a-dire par échange de ligand avec le DTT qui présente une meilleure affinité pour
les AuNP. La vitesse de centrifugation a été réglée a 5 000 g. En effet, il a été montré
gu’une vitesse de centrifugation trop élevée diminuait I'efficacité d’adsorption mais a trop
faible vitesse (<= 1 000 g) il y a des problemes de filtration. Une vitesse intermédiaire a

donc été choisi tout en permettant une élution efficace et rapide des échantillons.

Les résultats de I'étape de désorption ont été comparés avec ceux obtenus avec
les filtres seringues (Figure 37). Il apparait que le relargage complet s’opére en une étape
de plus qu’avec les filtres seringues (4 vs. 3) avec un profil de relargage identique.
L’efficacité du relargage est également modifiée puisqu’elle est 15 % moins importante,
correspondant a environ 11 nmol de NAC. L’hypothése d’une vitesse de centrifugation

trop importante, soulignée précédemment, pourrait aussi impacter lefficacité de
désorption.

127



Chapitre 3

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% relargage NAC

0 20 40 60 80 100 120
DTT ajouté (umol)

FIGURE 37: COMPARAISON DE L’EFFICACITE DE RELARUAGE DE NAC ADSORBEES SUR LE FILTRE CENTRIFUGEABLE
(BLEU ET TRAIT PLEIN) ET FILTRE SERRINGUE (ORANGE POINTILLES).

Ainsi, ce nouveau dispositif a montré des résultats encourageants pour la capture
et le relargage de NAC. Ces travaux ont permis de mettre en évidence un aspect
intéressant de densité d'immobilisation. En effet, le fait d'immobiliser plus d’AuNP n’est
pas proportionnel a une augmentation de I'efficacité du dispositif. Il est possible que ceci
soit vrai jusqu’a une certaine densité d'immobilisation qui une fois dépassée méne a un
colmatage de la membrane. Une densité d'immobilisation trop importante influe sur le

nombre de sites de liaison disponibles pour les thiols.

N

A ceci s’ajoute le mode de filtration et notamment les conditions qui semblent
influer sur l'interaction AuNP-thiol. La vitesse de centrifugation apparait comme étant un
parameétre crucial que ce soit lors de la fabrication des filtres nanostructurés ou pendant
les étapes de capture et relargage de thiols. Une filtration par centrifugation semble
diminuer l'efficacité d’adsorption/désorption des thiols a la membrane mais n’a aucun
effet sur la densité dimmobilisation. Cela peut s’expliquer par la différence
d’'imprégnation. En effet, dans le cas des thiols, le temps de contact avec la membrane

et la centrifugation est fixé a 10 minutes. Bien que ce temps soit adapté de celui utilisé
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pour les filtres seringue (instantanée). Les modes d'imprégnation different, les filtres
seringue possede une « chambre de filtration » permettant une imprégnation totale et
lente de la membrane. Ceci n’est pas le cas des filtres centrifugable pour lesquelles les
eéchantillons restent en surface au moment du dép6t avant d’étre élués par centrifugation.
Ainsi, il serait intéressant d’appliquer différents temps de dép6ts de NAC sur la membrane

afin d’évaluer la cinétique d’adsorption.

4. APPLICATION A DES MATRICES AGROALIMENTAIRES

L’évaluation des performances des filtres centrifugeables nanostructurés a été
étudiée avec 3 thiols couramment rencontrés dans le domaine alimentaire : le 3MHA,
3MH et le 2FFT (Figure 38). Les solutions de thiols ont été préparées dans 5 matrices

différentes : eau, vin rouge, eau-éthanol (12 % V/V), vin rosé et biére.

3-mercaptohexyl acetate : 3-mercaptohexanol : 2-furfurylthiol :
/‘\@ﬂ i
M ]\
HsC 0" "CHs HsC OH 0
176,28 g/mol 134,23 g/mol 114,16 g/mol
pKa =10,5 pKa = 10,5 pKa = 9,6

FIGURE 38: STRUCTURE CHIMIQUE DES THIOLS VOLATILS ETUDIES.

L’adsorption de thiols est effectuée par filtration de 4 fois 500 uL de thiol (60 sec a
1 000 g) a 5,7 uM, 7,4uM et 8,8 uM pour BMHA, 3MH et 2FFT respectivement
(correspondant a 11,3 nmol, 14,9 nmol et 17,5 nmol de 3MHA, 3MH et 2FFT). Ces
concentrations ont été choisies afin d’étre en dessous de la saturation de la membrane.
Le filtrat est prélevé et ajouté a 8 mL d’'une solution aqueuse contenant I'étalon interne,
le 3-octanol, pour une concentration finale de 75 pg/L. La quantification des thiols réduits

libres restants a été effectuée par extraction dans le filtrat avec une fiore SPME et analyse
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par la méthode GC-MS décrite précédemment. La désorption est effectuée selon le
méme mode opératoire, par filtration de 4 fois 500 uL de DTT 50 mM (correspondant a
100 pmol) et analyse du filtrat contenant I'étalon interne par la méthode SPME-GC-MS

décrite précédemment (Figure 39).

SPM
filtrat

Analyse
GC-MS

FIGURE 39: PRINCIPE D'ANALYSE EN SPME-GC-MS APRES ADSORPTION ET DESORPTION DU LE FILTRE
CENTRIFUGEABLE.

Lafiltration directe de 2 mL de chaque thiol, dans les différentes matrices, a travers
la membrane nanostructurée a permis de déterminer des capacités d’adsorption (Figure
40). L’étape de désorption s’opérant en filtrant 2 mL de 500 pL de DTT 50 mM a conduit
a l'obtention d’'une capacité de désorption en fonction du thiol et de la matrice de

dissolution (Figure 41).

Les figures 40 et 41 montrent les pourcentages de thiols adsorbés ou désorbés
aprés passage sur la membrane, récupération et analyse du filtrat. Ces résultats sont
classés par matrice de dissolution (eau, vin rouge, eau + éthanol, vin rosé ou biéere) et
par thiol ajouté (3MHA en bleu, 3MH en orange ou 2FFT en gris). Par exemple, Figure
40, aprés dép6t de 11,3 nmol de 3MHA, dissout dans l'eau, sur le filtre, le filtrat est
récupéré et analysé selon le protocole décrit plus haut. 5,1 nmol de 3MHA sont retrouvées
dans le filtrat ce qui signifie que 6,2 nmol ont été adsorbées sur la membrane
correspondant a 55 %. La méme méthodologie est appliquée pour 'ensemble des

résultats.
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FIGURE 40: ETUDE DE L'ADSORPTION DE THIOLS SUR LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE : 3MHA (BLEU), 3MH

(ORANGE) ET 2FFT (GRIS).
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FIGURE 41: ETUDE DE RELARGAGE DES THIOLS DE LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE PAR RAPPORT AU
POURCENTAGE PRECEDEMMENT ADSORBE : 3MHA (BLEU), 3MH (ORANGE) ET 2FFT (GRIS).
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Les précédents résultats peuvent étre analysés de deux manieres différentes, en
s’intéressant a l'influence du thiol sur ces deux étapes ou en regardant I'effet de la

matrice.

4.1. INFLUENCE DU THIOL

De la méme fagcon que dans le chapitre 2, il apparait que I'adsorption et la
désorption sont dépendantes de la structure moléculaire du thiol (Figure 38). Ainsi, le
3MHA présente un taux d’adsorption a la membrane moins important que le 3MH et le
2FFT quelle que soit la matrice, allant de 60 % a 5 %. C’est le 2FFT qui apparait avoir la
plus haute affinité pour les AuNP, car son taux d’adsorption varie de 85 a 100 % en
fonction de la matrice de dissolution. Enfin, le 3MH a un profil intermédiaire avec une
adsorption similaire au 3MHA dans I'eau et eau-éthanol et similaire au 2FFT pour les vins
et la biere. Ces différents constats peuvent s’expliquer par la structure chimique des
différentes molécules (Figure 38). En effet, il est possible d’établir une relation entre
structure et affinité d’adsorption expliquée par un phénoméne d’encombrement stérique.
Le 3MHA a la structure la plus déployée et le taux d’adsorption le plus faible alors que le
2FFT a une structure plus linéaire aprés son groupement thiol et possede une capacité
d’adsorption élevée et constante. Le 3MH, qui résulte d’'une réaction d’estérification du
3MHA, présente un profil d’adsorption intermédiaire et une structure entre celle des 2
autres composés. De plus, la position du groupement thiol au sein de la molécule semble
influer sur I'adsorption. En effet, dans le cas du 3MHA et 3MH, la fonction thiol se situe
au milieu de la chaine carbonée ce qui pourrait augmenter 'encombrement stérique et

diminuer le nombre de sites de liaison AuNP accessible (Figure 42).

W
“@

@;&g @M

3-mercaptohexyl acetate 3-mercaptohexanol 2-furfurylthiol

X)

FIGURE 42: REPRESENTATION THEORIQUE DE L’ENCOMBREMENT STERIQUE ENGENDRE PAR LE 3MHA, 3MH ET 2FFT
LORS DE L’ADSORPTION SUR LA MEMBRANE NANOSTRUCTUREE. REPRESENTATION
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La désorption des thiols précédemment adsorbés semble également impactée par
la structure du thiol. L’efficacité de désorption est inversement proportionnelle a la masse
molaire des thiols avec une désorption plus importante du MHA. Ces résultats sont

contraires a ceux observeés lors de I'étape d’adsorption.
Lors de cette étape de désorption deux hypothéses pouvaient étre émises :

- La présence d’un plus fort encombrement stérique rend plus difficile 'accés pour
le DTT au site de liaison et donc diminue l'efficacité de désorption. De plus, la
présence d’autres groupements fonctionnels renforce la stabilité du thiol pour la
surface.

- Il existe une différence d’affinité pour les AuNP vis-a-vis des thiols et les thiols les

moins désorbés sont ceux présentant une plus grande affinité.

Le constat ici est que 'encombrement stérique et donc la masse molaire n’affecte
pas la désorption puisque plus le composé a une masse molaire importante plus il est
retenu. De plus, la présence d’'un groupement acide carboxylique ne semble pas influer
sur la liaison AuNP-3MHA. Ces résultats de désorption suggérent donc des différences
d’affinité entre les trois thiols volatils testés avec dans I'ordre d’affinité : SMHA > 3MH >
2FFT. Ces conclusions ont également été faites dans la littérature par Tsai et al., qui ont
étudié les différences d’efficacité de désorption par le DTT sur deux thiols liés aux AuUNP
aux structures différentes : Polyéthyléne glycol thiolé (20 kDa structure linéaire) et
albumine bovine (66,5 kDa structure en hélice) [141]. Leurs résultats montrent que le
déplacement n’est pas dépendant de 'encombrement stérique mais de l'affinité pour le
substrat. lIs ont aussi montré que I'affinité est dépendante de la présence de groupement
fonctionnels mais également de I'environnement (pH, liaisons voisines). A des pH acides,
c’est-a-dire inférieurs au pKa des thiols (entre 8 et 10), la désorption est favorisée. Le
2FFT, qui par sa conformation longitudinale, présente plus de degrés de liberté et va
générer une organisation créant des interactions intermoléculaires de type Van der walls.
Ceci tend a stabiliser le composé (1 kcal/mol pour chaque carbone) et forme une sorte

de monocouche autour de la membrane nanostructurée [198].

Considérant I'adsorption et la désorption, il semble que I'hypothése de I'affinité se

confirme. En effet, si on considére lors de la premiére étape une plus grande affinité du
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2FFT pour les AuNP comparé au 3MHA, ceci est corroboré par la plus faible désorption
observée. Pour confirmer cela, il faudrait déterminer les constantes d’affinité de chaque

thiol pour les AuNP.

Ainsi, il serait intéressant de déterminer l'affinité des différents thiols pour les
AuNP. Cela permettrait de pouvoir prédire en amont le comportement de ces thiols vis-
a-vis de la membrane. Pour ce faire, différentes méthodes sont envisageables. Il est
possible de calculer la constante de dissociation a I’équilibre (Kp) en utilisant le modele
de Langmuir permettant d’évaluer l'affinité entre molécules [199]. Des méthodes plus
expérimentales sont également envisageables comme par exemple l'utilisation d’'une
QCM avec un revétement en or. Ceci permettrait d’étudier la cinétique d’adsorption des
différents thiols afin d’en déduire des notions d’affinité. Enfin, de maniére plus complexe,
un dispositif de Microscopie a Force Atomique (AFM) avec une pointe possédant un
revétement en or. L'analyse d’une surface fonctionnalisée avec les différents thiols,
pourrait permettre de déterminer les différentes énergies de surface. Dans ces deux
derniers cas, I'or utilisé serait sous forme macroparticulaire et non nanoparticulaire ce qui
peut engendrer un biais puisque les propriétés de I'or dans chacune des deux dimensions

différent.

4.2. INFLUENCE DE LA MATRICE

La matrice de dissolution du thiol a une influence sur les étapes d’adsorption et de
désorption aux AuNP. Cet effet matrice est essentiellement di au pH. Il apparait que
I'adsorption des thiols est favorisée par des pH acides tels que ceux de la biere (environ
4) et du vin (3,1 a 3,3). Lorsque les thiols sont dilués dans des matrices au pH moins

acide (eau et eau-éthanol), 'adsorption est moins importante.

Ce constat est valable uniquement pour I'étape d’adsorption puisque la désorption
se fait dans une solution tamponnée a pH 7,4 pour chaque condition. Cependant, il
ressort que la désorption dans les matrices avec un taux d’adsorption élevé est moins

efficace. C’est le cas par exemple du 3MH dans la biére qui a un taux d’adsorption de
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100% mais I'étape d’échange de ligand avec le DTT n’a pas permis de désorber le
composé (Figure 41). La différence d’affinité AUNP-DTT et SMH-DTT semble trop faible
pour obtenir une adsorption préférentielle du DTT sur les AuNP. Pour augmenter cette

capacité de désorption, différentes solutions sont envisageables :

- L'utilisation d’un thiol avec une affinité plus importante pour les AuNP. Par
exemple une molécule présentant 3 fonctions thiols.

- Désorption des thiols de la membrane par le biais d’'un réducteur afin de réduire
la liaison Au-SR.

- Désorption thermique en utilisant un thermodésorbeur.

5. CONCLUSION

Le dispositif présenté dans ce chapitre est une adaptation du filtre seringue
développé au chapitre 2. Les différences entre les deux dispositifs se situent au niveau
du mode de filtration des échantillons et de la taille de la membrane. Les membranes
sont-elles dans le méme matériau (cellulose régénérée) avec une porosité de 0,45 um.
Or, des comportements différents sont observés, tant au niveau de la nanostructuration
que de la capture de thiols (tableau 7). Ce type de dispositif permet d’optimiser le procédé
de nanostructuration en le rendant semi-automatisé grace a [Iutilisation d’une
centrifugeuse. Contrairement au précédent dispositif (filtre seringue) qui se compose de
3 parties a savoir le filtre, une seringue et un récipient pour récupérer le filtrat, celui-ci se
résume a une seule partie. Le fait d’avoir une seule unité peut présenter un intérét dans
la manipulation des thiols volatils. Cependant, I'étude des performances avec la NAC
montre des disparités par rapport au dispositif filire seringue. Celles-ci semblent
essentiellement dues aux différences de procédé et notamment le mode de passage des
échantillons. Ces parametres influent sur les échanges molécules-membrane et montrent
que la transposition entre les deux systémes (filtre centrifugable et seringue) n’est pas si

simple.
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TABLEAU 7: COMPARAISON DES DEUX TYPES DE DISPOSITIFS NANOSTRUCTURES : FILTRE SERINGUE ET

CENTRIFUGEABLE.
Filtre seringue Filtre centrifugeable
Membrane Cellulose régénérée porosité  Cellulose régénérée porosité
0,45 pm 0,45 pm
Surface de membrane 3,1 cm? 0,4 cm?
Mode de filtration des Manuelle avec systéme de Semi-automatique avec mini
échantillons mise sous vide centrifugeuse
Densité d’immobilisation 10" 10'®
(PAH 10 g/L — 15 cycles
AuNP)
Capacité d’adsorption 270 27
maximale NAC (nmol)
Désorption NAC avec DTT 88+ 14 74 + 11

(%)

Les résultats préliminaires obtenus sur des thiols volatils dans des matrices
alimentaires semblent prometteurs. Les efficacités d’adsorption obtenues sur thiol
modeéle (NAC) peermettent d'imaginer des capacités de saturation similaires en matrice
complexe en fonction du composé et de la matrice. La désorption est toutefois différente
avec les thiols volatils. En effet, la capacité maximale de désorption de la NAC en matrice
simple est de 11 nmol alors que celle-ci est d’environ 5 nmol pour le 3MHA, 3MH et 2FFT.
Comme cela a déja été dit, ceci peut s’expliquer par des différences d’affinité. Les thiols
volatils dans les matrices alimentaire étant trés faiblement concentrés. Il serait intéressant
de pouvoir augmenter cette capacité de désorption. Pour cela, il est envisageable de
passer d’'une désorption chimique a une désorption thermique. En effet, cette méthode
de désorption est celle la plus couramment utilisée pour les composés volatils et
notamment les thiols [183,200].

Un tel dispositif pourrait étre utilisé afin de quantifier les thiols endogenes présents
dans les matrices déja testées telles que la biére ou le vin. La capacité de concentration
d’échantillon du dispositif permettrait de palier les faibles concentrations tandis que la

liaison or-thiol permet de s’affranchir des problémes de stabilité de ces composés. A titre

136



Chapitre 3

d’exemple, le 3MH est présent dans le vin a des concentrations allant jusqu’a 300 nM
[190]. Ainsi, la méthode développée dans ce chapitre permettant de détecter des nmoles
de composé, en passant 30 mL de vin a travers le filtre nanostructurée (9 nmoles
adsorbées) et en relarguant avec 2 mL de DTT ([MH] = 4 uM) il serait possible de

quantifier le 3MH déja présent dans ce type de matrices.

Le dispositif permet ainsi une concentration de I'échantillon, s’affranchit de la
matrice lors de 'analyse et ne nécessite aucun pré traitement. Des essais sur échantillons
réels non surchargées devront donc étre effectués afin de confirmer les performances du
dispositif vis-a-vis des méthodes déja développées. Il est également nécessaire de
travailler avec des solutions contenants plusieurs thiols volatils, comme c’est le cas dans
'ensemble des matrices alimentaires, afin d’étudier les éventuels effets de compétition.
En effet, il a été montré que la présence de différents thiols dans une méme matrice avait
une influence sur 'adsorption et la désorption au DTT en comparaison avec chaque thiol
seul [141]. Enfin, il serait intéressant d'utiliser directement une fibore SPME
fonctionnalisée avec des AuNP couplée a une thermodésorption pour simplifier et

s’affranchir de la désorption thermique.
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1. PROBLEMATIQUE DES DONNEURS DE NO

Le monoxyde d’azote est un gazotransmetteur trés réactif et qui présente un haut
taux de diffusion du fait de sa taille (1 nm et 30 g/mol). Ce radical est présent au niveau
cellulaire a des concentrations allant du picomolaire jusqu’au micromolaire [201]. Cet
ecart de concentrations est majoritairement di a des problemes analytiques. En effet, le
NO est une espece tres réactive possédant une demi-vie trés courte, de I'ordre de 2 ms
a 2 s en milieu intravasculaire et extravasculaire respectivement [202]. Les propriétés
physico-chimiques du NO rendent difficile le développement d’une méthode de

quantification utilisable en routine, rapide et simple.

D’un point de vue physiologique le NO est produit au niveau de I'endothélium par
la nitric oxide synthase (eNOS) [203] mais également par le biais de la nitric oxide
synthase inductible (iNOS) [204] a travers les macrophages, les plaquettes ou les cellules
musculaire lisses vasculaire. Ce second systéme intervient a haute ou faible
concentration de NO dans des situations pathologiques. NO joue un réle essentiel dans

le maintien des fonctions cardiovasculaires par le biais de différentes voies :

- Ilinduit une vasorelaxation [205]

- |l participe au maintien du tonus vasculaire en agissant sur la relaxation des
muscles lisses vasculaires [60].

- Il maintient 'homéostasie vasculaire notamment en régulant I'agrégation

plaquettaire ou en inhibant 'adhésion des monocytes [61-63].

Concernant I'aspect pathologique, l'altération de la biodisponibilit¢é du NO
représente un facteur impliqué dans de nombreuses pathologies vasculaires telles que
'athérosclérose, I'angor ou encore I'hypertension artérielle [206]. Ces maladies sont
associées a une diminution de la synthése endothéliale de NO se produisant
naturellement avec I'age [207]. A linverse une production anarchique et importante de

NO est produite par des stimuli pro inflammatoire [208].
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Pour pallier les déficits en NO et ainsi contrebalancer les effets associés, une
supplémentation en NO peut étre mise en place. Celle-ci peut se faire avec des dérivés
nitrés (trinitrine, mono- ou dinitrate d’'isosorbide) qui sont des prodrogues sources de NO
ou encore des complexes inorganiques métal-NO (nitroprussiate de sodium). La prise
continue de ces dérivés nitrés est associée a une diminution de 'amplitude de la plupart

de leurs effets, c’est le phénomeéne de tolérance.

L’alternative possible est I'association du NO avec une molécule thiolée par liaison
de forte affinité afin de porter le NO et le restituer au niveau de son site d’action, c’est ce
que I'on appelle un S-nitrosothiol (RSNO). Pour cela, il existe de maniere endogéne des
RSNO tels que le S-nitrosoglutathione (GSNO) ou la S-nitrosoalbumine (AlbNO),
constituant un réservoir de NO in vivo. Cette quantité de NO est mobilisable par rupture
de la liaison S-NO via des enzymes (par exemple gamma-glutamyltranspeptidase, GGT,
spécifique a GSNO ou la protéine disulfure isomérase, PDI, non spécifique), des thiols
de bas poids moléculaire, des cations divalents ou un réducteur (acide ascorbique). Ces
RSNO permettent de transporter le NO mais également d’augmenter sa demi-vie (5,5 h
dans le cas de 'AIbNO et de 45 min a 2 h pour le GSNO [70]) et sont peu ou pas toxiques
et n'induisent pas de phénomeéene de tolérance. Parmi les autres RSNO pouvant étre
formés, il existe la S-nitroso-N-acétylcystéine (NACNO), la S-nitrosocystéine (CysNO)
avec des demi-vie de 500 et 0,5 h respectivement [72]. Cette stratégie thérapeutique et

donc prometteuse et a déja fait I'objet de différents essais cliniques [72].

Le choix du meilleur candidat médicament doit tenir compte de différents
parametres : mécanisme de passage de barriére, temps de demi-vie, relargage du NO,
comportement vis-a-vis des différentes enzymes dénitrosantes et interactions avec les
autres thiols. Toutes ces propriétés sont régies par la partie RSH du RSNO et dépendent
donc de ses propriétés physico-chimiques [71]. Les pharmacocinétiques des RSNO sont
donc complexes puisque propres a chaque RSH et potentiellement croisées avec celle
des autres RSNO (Figure 43). En effet, différentes réactions peuvent avoir lieu entre

RSH, RSNO, protéines et nitroprotéines :

- Réactions de nitrosation (RSH + NO - RSNO) ou dénitrosation (RSNO > RSH +
NO),
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- Transnitrosation (1RSNO + 2RSH - 2RSNO + 1RSH)
- Réduction (RSH + RSH -> RSSR)
- Nitrosylation (Protéine + NO - PNO)

Barriere :
membrane,
tissu, RSH
cellules | . RSNO
NO
RSNO > RSNO <
RSNO RS|H
NO RSH RSH
RSH | > RSSR
NO — RSH
RSNO » RSNO

FIGURE 43: PRESENTATION DES DIFFERENTS MECANISMES POSSIBLE DE PASSAGE DE BARRIERE POUR UN RSNO.

Le suivi de chaque RSNO dans les compartiments tels que le sang, I'intima ou
encore la média, de chaque espéce (RSH, RSNO, protéine, PNO, NO ions nitrites et
nitrates) permettrait de définir le devenir des différents RSNO et ainsi déterminer le ou
les meilleurs pour une utilisation thérapeutique. Pour cela, il faut étre capable de
quantifier les acteurs de ces RSNO et notamment les RSH. Les études menés en ce sens
ne s’intéressent qu’a la quantification des RSNO et non aux RSH associés. Pour ce faire,
de nombreuses techniques ont été développées : spectrophotométrie UV-Vis [172],
HPLC [209], GC-MS [210], fluorimétrie [211] ... La plupart des méthodes reposent sur la
conversion du RSNO en ions nitrites par I'action du chlorure de mercure ou sa réduction
en NO et ses dérivés. Les méthodes de quantification directe sont peu nombreuses [212]

ce qui représente un biais de mesure au vu de la réactivité et de la demi-vie de ces
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especes. Une alternative consiste a quantifier la partie RSH aprés clivage. Les méthodes

décrites sont des méthodes de dérivation, donc indirecte [213]

A I'heure actuelle, il n’existe pas de méthode unique pour quantifier de maniére
directe rapide et efficace les RSH dans les différents milieux biologiques concernés.
Comme décrit au Chapitre 1, les méthodes actuelles possédent des étapes de pré
traitement aboutissant a un allongement de la méthode et de l'intégrité des thiols ce qui
impacte leur concentration. De plus, la sélectivité entre les différents thiols et leur
identification reste un réel challenge puisque la majorité des stratégies développées
reposent sur une interaction avec leur groupement SH, commun a tous les thiols. Enfin,

la complexité des matrices de travail engendre des problemes de sélectivité.

L’objectif de ce chapitre est donc d’appliquer le dispositif filtre seringue
nanostructuré afin de répondre a cette problématique de donneur de NO et plus
particulierement les mécanismes de passage de barriére. La stratégie consiste a utiliser
un modéle de barriére intestinale et d’étudier le comportement de RSH et RSNO (GSH,
GSNO, NACNO et NAC) vis-a-vis de cette membrane. Pour cela, des cellules Caco-2 ont
été utilisées, afin de simuler la barriere intestinale, dans un dispositif représentant la
lumiere intestinale et le compartiment sanguin (Transwell®). La membrane
nanostructurée sera utilisée afin de filtrer directement chaque compartiment afin de
quantifier des RSH adsorbés. L'avantage présenté ici repose sur un affranchissement

vis-a-vis de la matrice par rétention des thiols uniquement et 'absence de pré traitement.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. FILTRES

Les filtres utilisés pour la capture de thiols dans les différents compartiments sont

les filtres seringues nanostructurés décrits au chapitre 2 a savoir une membrane en
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cellulose régénérée de porosité a 0,45 um. Cette membrane a été nanostructurée avec

1 cycle de PAH 10 g/L suivi de 15 cycles de 500 uL d’AuNP 60 nM.

Le dispositif a pour objectif de capture les RSH présents dans chaque
compartiment (sanguin, intestinal et cellulaire) et les quantifier par relargages afin de
rendre compte de la distribution des espéces a travers la barriere intestinale et des
mécanismes d’échanges existants. L’avantage de cette technique est de s’affranchir des
contraintes de stabilité des thiols, en engageant la fonction SH dans une liaison Au-S, et
de la matrice, en séparant les thiols de leur milieu. En effet, les précédents résultats

montrent qu’aucun effet matrice n’est observé apres filtration de plasma de rat.

L’étude de la perméabilité vis-a-vis de la membrane s’effectue avec un modéle in

vitro classiquement utilisé pour I'étude des mécanismes de transports intestinaux.

2.2. MODELE DE BARRIERE INTESTINALE

Le modéle de barriere intestinale comprend un dispositif compartimenté en deux
avec une partie mimant la lumiére intestinale et I'autre le compartiment sanguin avec
comme séparation une barriere cellulaire correspondant a la barriere intestinale. Parmi
les cellules décrites comme étant utilisables pour former un modéle de barriere
intestinale, on retrouve par exemple les Caco-2 ou les HT29 [214]. Ce sont les Caco-2

qui sont le plus largement utilisées.

2.2.1. CELLULES CAcoO-2

Les cellules Caco-2 (pour Cancer Coli-2) sont issues d’'un adénocarcinome colique
humain et constituent une lignée cellulaire tumorale [215]. Dans certaines conditions,
elles présentent des propriétés fonctionnelles et morphologiques similaires a des
entérocytes. En effet, elles vont se différencier en formant une monocouche de cellules

a jonction serrées polarisées possédant des microvillosités et exprimant des
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transporteurs et des enzymes semblables a celles dun entérocytes (lactase
aminopeptidase N, sucrase isomaltase et dipeptidylpeptidase 1V) [216]. Ainsi, 'étude de
ladsorption sur cellules Caco-2 cultivées en monocouche permet d’évaluer la
perméabilité intestinale d’'un composé chimique, c’est-a-dire sa capacité a traverser la

paroi intestinale pour rejoindre la circulation sanguine et se distribuer dans I'organisme.

Pour reproduire au mieux les conditions intestinales, les Caco-2 sont cultivées sur
une membrane perméable insérée dans un dispositif reproduisant les conditions

environnementales de la barriére intestinale.

2.2.2. DISPOSITIF TRANSWELL®

Le dispositif Transwell® est classiquement utilisé afin d’étudier le transport de
divers composés a travers une barriere biologique. La barriere étudiée ici est la barriére
intestinal, mimée par la monocouche de cellules Caco-2. Le dispositif se décompose en

trois parties :

- Le compartiment apical simulant la lumiére intestinale avec un volume de 0,5 mL
(Figure 44 A),

- Lecompartiment cellulaire avec les Caco-2 disposées sur un insert composé d’une
membrane en polycarbonate d’'une porosité de 0,4 um et d’'une surface de 1,12
cm? (Figure 44 C)

- Le compartiment basolatéral mimant le compartiment sanguin avec un volume de
1,5 mL (Figure 44 B).

Les compartiments basolatéral et apical sont séparés par la couche de cellules
permettant ainsi d’étudier le passage de I'un a l'autre par interaction avec les cellules et

la perméabilité de la barriere.
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Apical (A)

= lumiére intestinale

| 1

1  Basolatéral (B)
= compartiment sanguin

Cellules Caco-2 v

FIGURE 44: SCHEMA DU DISPOSITIF TRANSWELL® DECOMPOSE EN 3 PARTIES : LE COMPARTIMENT APICAL
SIMULANT LA BARRIERE INTESTINAL (A), LE COMPARTIMENT BASOLATERAL SIMULANT LE COMPARTIMENT
SANGUIN (B) ET LE COMPARTIMENT CELLULAIRE FORME PAR LES CELLULES CACO-2 (C).

2.2.3. OBJECTIF

L'objectif de ce dispositif et d’identifier les acteurs impliqués dans la
pharmacocinétique de deux RSNO (NACNO et GSNO) lors du passage de la barriére
intestinale pour atteindre la circulation systémique. Pour cela différentes espéces (NAC,
GSH, NACNO et GSNO) seules ou en mélanges ont été déposées dans le compartiment
apical. En s’appuyant sur des résultats précédents [217], aprés 4 h d’'incubation, les trois
compartiments ont été prélevés (apicale, basolatérale et cellulaire) afin de procéder a la
quantification de chaque espéce. Ce bilan de matiere permet de suivre le devenir des
RSH/RSNO lors du franchissement de barriere. Le but est d’apporter des réponses quant

au(x) meilleur(s) choix thérapeutique(s) pour la supplémentation en NO.

2.2.4. MISE EN PLACE DU DISPOSITIF TRANSWELL®

Les cellules sont décongelées (cryotube de 1 mL & 10° cellules/mL) puis
transvasées dans 9 mL de milieu complet Caco-2 préalablement chauffé a 37 °C. Le
milieu complet est composé de Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) supplémenté
avec 20 % de sérum de veau fétal décomplémenté, 1 % de non-essential Amino Acid
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(NEAA), 1 % de Pénicilline (10000 u) et Streptomycine (10 mg/mL), 1 % pyruvate de
sodium (100 mM).

Le mélange cellules / milieu complet est centrifugé 5 minutes a 300 x g et le culot
est récupéré et resuspendu dans un flasque avec du milieu préchauffé a 37 °C et placé
dans un incubateur a 37 °C et 5 % de COz2. Les cellules sont ensuite ensemencées dans
une plaque 96 puits, 24 h avant le début de la manipulation en Transwell®, a raison de

2.10* cellules par puits.

Pour I'expérience en Transwell® les cellules sont ensemencées a 1.10°8 cellules
dans chaque insert, eux-mémes disposés dans des plaques 12 puits. Le milieu complet
est changé tous les deux jours durant la premiére semaine de culture correspondant a la
phase de prolifération cellulaire. Durant la deuxiéme semaine le milieu est changé
quotidiennement, correspondant a la phase de différenciation. La formation de la barriere
cellulaire est suivie en mesurant la résistance électrique transépithéliale (TEER) a 'aide
d’'un Milicell-Electrical Resistance system (Millipore, USA). L’intégrité de la barriére est

validée au-dela de 500 Q.cm?.

Le jour de I'utilisation des Transwell® pour I'étude, soit 2 semaines aprés le dépbt
des cellules dans les puits, le milieu de culture est remplacé par une solution tampon
HBSS pour toute la durée de I'expérience. Cette solution est présente dans le milieu
apical et basolatéral a hauteur de 0,5 mL et 1,5 mL respectivement. Une fois le milieu
changé, les espéces a étudier sont déposées dans le compartiment apical et laissées a
incuber durant 4 h a 37 °C et une agitation de 500 rpm. Ce temps d’incubation est basé
sur des précédents travaux au sein du laboratoire visant a étudier I'absorption intestinal

de RSNO [217]. Les conditions de dépo6t des différentes espéces sont les suivantes :

- NAC 100 pM
- GSH 100 pM

- NAC 50 M + GSH 50 pM

- NACNO 100 pM

- GSNO 100 uM

- NACNO 50 uM + GSNO 50 pM.
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A la fin du temps d’'incubation, les différents compartiments peuvent étre prélevés

afin de procéder au dosage des différentes espéces.

2.3. STRATEGIE ANALYTIQUE MISE EN PLACE DANS CHAQUE COMPARTIMENT

La stratégie de quantification des différentes espéces présentes est fonction du
compartiment. En effet, le milieu intracellulaire ne sera pas étudié de la méme maniére
que le compartiment apical et basolatéral. Les techniques associées seront donc
adaptées (Figure 45).

RSNO ? ——  Méthode DAN/Hg (fluo)

NO,-? —— | Méthode DAN (fluo) A) Apical

\RSH ?2 — *—» HPLC y
/ ¢—> HPLC N

RSH ? < Méthode Eliman (UV-Vis)
C) Cellules
Méthode NDA (fluo)

Protéines ? —— ' Méthode BCA (UV-Vis)

/

F{SNO ? ——  Méthode DAN/Hg (fluo)

[loz ? ——  Méthode DAN (fluo) B) Basolatéral

RSH? — ¢ - HPLC

FIGURE 45: STRATEGIE ANALYTIQUE MISE EN PLACE POUR LA QUANTIFICATION DES DIFFERENTES ESPECES (RSH,
RSNO, IONS NITRITES ET PROTEINES) EN FONCTION DU COMPARTIMENT CONSIDERE (APICAL, BASOLATERAL ET
CELLULAIRE).
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2.3.1. COMPARTIMENT APICAL ET BASOLATERAL

Dans les compartiments apical et basolatéral on s’intéresse a la quantité de
RSNO, d'ions nitrites et de RSH présents (Figure 45 A et B), en utilisant les techniques

suivantes :

Quantification des RSH :

La quantification des thiols réduits s’effectue de la fagon suivante : chaque milieu
est filtré a travers le filtre nanostructuré afin d’adsorber les thiols présents. Ces thiols sont
ensuite relargués par ajout de DTT, afin de réaliser un échange de ligand et le relargage
est analysé en HPLC. La méthode utilisée est la méme que celle décrite au chapitre 2,
permettant d’identifier et quantifier NAC et GSH. Les étapes de relargage sont effectuées

jusqu’a désorption maximale des thiols sur le filtre.

Quantification des RSNO :

La mesure des RSNO repose sur la méthode spectrofluorimétrique DAN/Hg
reposant sur leur dénitrosation et la quantification des ions nitrites générés. Cette
meéthode est décrite au chapitre 2. Cette technique ne permet pas d’identifier de quel type
de RSNO il s’agit.

Quantification des ions nitrites :

Les ions nitrites sont des dérivés du NO qui peuvent étre quantifiés en
spectrofluorimétrie afin de rendre compte de la quantité initiale de NO. La méthode
utilisée est la méthode utilisant le réactif de DAN, décrite au chapitre 2.

La quantification des RSH, RSNO et des ions nitrites dans le compartiment
basolatérale et apicale permet une vision globale des différentes espéces présentes et
rends compte de leur capacité a diffuser a travers la barriére cellulaire. La mesure en

milieu intracellulaire est quant a elle plus complexe.

2.3.2. COMPARTIMENT INTRACELLULAIRE
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Le traitement des cellules Caco-2 pour la quantification nécessite une étape de
lyse cellulaire. Pour cela, le milieu de culture est retiré et les cellules sont lavées avec 1,0
mL de tampon PBS. Une fois le PBS retiré, 250 uL d’acide perchlorique 3,3 % (V/V) sont
ajoutés dans chaque puits pour lyser les cellules. Les lysats sont récupérés et centrifugés
a 10 000 x g pendant 15 minutes a 4 °C. Les surnageants sont prélevés (200 pL) afin d’'y
ajouter du NaOH 40 % avant une dilution au 1/5 dans un tampon (HCI 0,1 M-EDTA 2,0
mM ou tampon phosphate 0,1 M-EDTA 5 mM pH 7,5 pour le dosage de GSH et d’Eliman
respectivement). C’est cette derniére solution qui sert de base aux différentes
quantifications. Les espéces étudiées dans ce compartiment sont les RSH ainsi que les

protéines (Figure 45 C).

Quantification des RSH :

La quantification des thiols a été réalisée de deux manieres différentes : par
méthode spectrophotométrie UV-vis et HPLC UV-vis. La premiére est une des premieres
méthodes de quantification de thiols réduits développée, la méthode d’Ellman qui met en
jeu la réaction du groupement thiol avec un réactif : DTNB. Cette méthode a déja été

décrite au chapitre 2.

La seconde méthode pour la quantification et I'identification de NAC et GSH est la

méthode HPLC décrite et développée au chapitre 2 également.

Enfin, la derniere méthode utilisée est une méthode spectrofluorimétrique
spécifique du GSH. Celle-ci repose sur la formation d’un adduit fluorescent entre le GSH
et le 2,3-naphtaléne dicarboxaldéhyde (NDA) (Figure 46). Les parameétres de
fluorescence sont les suivants : Aexc = 485 nm et Aem = 528 nm. Aprés I'étape de lyse, 60
uL de la solution contenant les cellules et le tampon HCI-EDTA sont déposés dans une
plague 96 puits avant d’y ajouter 120 uL de tampon borate 0,4 M pH 9,2 et 20 uL du
réactif NDA. Le mélange est laissé 25 minutes sur glace a 'abri de la lumiére avant

d’effectuer la mesure de I'intensité de fluorescence.
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FIGURE 46: REACTION SUPPORT DU DOSAGE DU GSH PAR LE 2,3-NAPHTALENE DICARBOXALDEHYDE (NDA).

GSH NDA

Les gammes d’étalonnages pour la mesure du GSH sont réalisées dans du NaOH
0,1 M avec de la NDA (tableau 8).

TABLEAU 8: PARAMETRES DE VALIDATION DE LA COURBE STANDARD POUR DU GSH DANS UN TAMPON
PHOSPHATE/HCL- 0,1 M + EDTA-2MM (N = 10).

Gamme d’étalonnage (ug/mL) Equation de droite r2
BSA 25-1000 Y=(7,9.10%+0,4.10°% x + (4,2.102 £ 3,4.10?) 0,99

Quantifications des protéines :

Les protéines intracellulaires ont été quantifiées afin de s’assurer d’'une uniformité
entre les différents tapis cellulaires dans chaque Transwell®. Ce dosage repose sur la
réaction entre les protéines et 'ion Cu?* qui va étre réduit en Cu* (réaction de Biuret) en
milieu alcalin. L’ion formé réagit avec I'acide bicinchoninique (BCA) engendrant un produit
de réaction de couleur pourpre détectable en spectrophotométrie UV-Vis a 562 nm
(Figure 47). Le complexe se produit en présence de protéine a condition que celle-ci
possede les acides aminés suivants : Cys, Cystine, Tryptophane et Tyrosine.

Techniquement, le dosage s’effectue en ajoutant aux échantillons (25 pL),
contenant des protéines, un réactif de travail (200 uL) composé du réactif A (carbonate
de sodium, bicarbonate de sodium, acide bicinchoninique et tartrate de sodium dans
NaOH 0,1 M) et du réactif B (Sulfate de cuivre a 4 % m/V) dans des proportions de 50
pour 1 (V/V) de A et B respectivement.
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BCA
Protéine + Cu** —» Cu'* — Complexe BCA-Cu'™

FIGURE 47: REACTION SUPPORT DU DOSAGE DES PROTEINES EN PRESENCE DE CUIVRE (2) PAR L’ACIDE
BICINCHONINIQUE (BCA) ABOUTISSANT A LA FORMATION D’UN COMPLEXE VIOLET DETECTABLE EN
SPECTROPHOTOMETRIE UV-VIS.

Les gammes d’étalonnages pour la mesure des protéines sont réalisées dans le

lysat cellulaire avec du BCA (Tableau 9).

TABLEAU 9: PARAMETRES DE VALIDATION DES COURBES STANDARD POUR DU GSH DANS UN TAMPON PHOSPHATE
HCL-0,1 M, EDTA-2 MM (N=10)

Gamme d’étalonnage (uM) Equation de droite r2
GSH 0,65 - 3,25 Y =(6,0.105+1.010% x + (1.3 £0.4) 0,98 + 0,02

2.3.3. CALCUL DU POURCENTAGE D’EXTRACTION DANS L’HBSS

L’application du dispositif nanostructuré aux différents milieux du Transwell® pose
des questions en termes d’effet matrice et notamment d’influence sur I'adsorption et la
désorption des thiols a la membrane. En effet, les capacités d’adsorption et de désorption
déterminées au chapitre 2 en matrice simple peuvent étre différentes en fonction de la

matrice.

Pour évaluer ces parameétres, du milieu complet en condition Transwell®, c’est-a-
dire aprés 4 h d’'incubation avec les cellules Caco-2, est prélevé. Les différentes especes
étudiées (NAC, GSH, NACNO et GSNO) sont ajoutées a la méme concentration que
dans I'expérience Transwell® (100 uM ou 50 uM pour les molécules seules ou en

mélange). Ces solutions sont filtrées a travers des membranes nanostructurées (n=3)
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afin d’étudier la capacité d’adsorption des thiols dans I'HBSS. La désorption est

également caractérisée par relargage avec du DTT 50 mM jusqu’a relargage complet.

Les taux d’adsorption et de désorption calculés pour chaque espece ou mélange
d’espéce constituent la capacité du dispositif en HBSS. lls permettent de calculer un
pourcentage d’extraction. Ces pourcentages peuvent étre appliqués aux résultats,
obtenus lors de I'’études des mécanismes de transport a travers la barriére cellulaire, afin

de rendre compte de la quantité de chaque espece initialement présente avant filtration.

Ainsi, l'application de I'ensemble des techniques décrites précédemment et
notamment le filtre nanostructuré, a pour objectif de faire un bilan des especes impliquées
dans les mécanismes de passage de barriéres des thiols/S-nitrosothiols. L’utilisation du
dispositif nanostructuré a pour ambition de permettre une quantification simple et unique

des thiols dans ces différentes matrices que sont le milieu de culture et les cellules.

3. RESULTATS

3.1. POURCENTAGE D'EXTRACTION

Il est largement admis que chaque matrice peut avoir un effet sur I'efficacité d’'une
méthode. De ce fait, la question s’est posée de l'influence du milieu HBSS sur les phases
d’adsorption et de désorption de notre dispositif nanostructuré. Dans le chapitre 2, la
matrices plasma de rat n’avait présenté aucun effet comparé a la matrice PBS. En effet,
les résultats obtenus en termes d’adsorption et de désorption de thiols n’étaient pas

significativement différents.

Les capacités de capture et de relargage du dispositif vis-a-vis de ’lHBSS ont été
évaluées. Pour cela, le milieu HBSS utilisé lors des expériences Transwell® aprées 4 h
d’incubation a été prélevé afin d’'y ajouter a postériori les thiols étudiés (NAC et GSH)
seuls ou en mélange binaire aux mémes concentrations que pour I’étude du passage de

barriére (50 nmol). Ce mélange une fois filtré est analysé avec la méthode HPLC pour la
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quantification de thiol afin de déterminer un taux d’adsorption. Le taux de désorption est
quant a lui calculé par filtration successives de DTT 50 mM (500 pL) et analyse des
différents filtrats. L’ensemble des résultats obtenus permettent de déterminer un
pourcentage d’adsorption et de désorption pour chaque thiol dans 'HBSS a travers le
filtre (Tableau 10). L’addition des deux pourcentages permet d’aboutir a un facteur
correctif correspondant a un taux d’extraction dans le milieu considéré. Il apparait au
regard des résultats que seule la désorption est impactée par la matrice HBSS. En effet,
dans le cas de NAC et GSH filtrés séparément la désorption est significativement
inférieure a celle en PBS (89,3 £ 11,4 % et 92,1 £ 5,1 % pour NAC et GSH). Le
comportement lorsque les deux thiols sont mélangés est également différent pour NAC
avec un taux de désorption diminué, comparé a celui dans du PBS (83,7 £ 10,1 %) tandis
que celui de GSH est similaire avec environ 50% de molécules relarguées.

TABLEAU 10: DETERMINATION DES POURCENTAGES D’EXTRACTION POUR NAC, GSH ET NAC + GSH EN MILIEU HBSS
APRES 4H D'INCUBATION DANS LE DISPOSITIF TRANSWELL® ET FILTRATION A TRAVERS LA MEMBRANE

NANOSTRUCTUREE.
Thiol Thiols filtrés Thiols adsorbés (%)  Thiols désorbés (%) Facteur correctif
(nmol) d’extraction
NAC 50 914+64 548 £13,5 2,0
GSH 50 88,6 £9,2 67,1 £10,6 1,7
NAC 50 88,0+7,0 41,0+£45 2,8
+ + + + +
GSH 50 88,6 £9,2 495+25 2,3

Le taux d’extraction permet de remonter a la quantité initiale de thiols présents au
sein d'un échantillon en HBSS, connaissant uniquement la quantité relarguée aprés
désorption. Par exemple, si la quantité de NAC retrouvée apres 5 étapes de relargages
au DTT est de 25 nmol, cela signifie que la matrice initiale en HBSS en contenait 2 fois

plus, donc 50 nmol.

Concernant les étapes de relargage, outre la quantité désorbée, le profil de
désorption est différent de celui obtenu en matrice PBS et plasma de rat (Figure 48). Pour
rappel, la désorption maximale de NAC et GSH dans les deux précédentes matrices était
atteinte en respectivement 3 et 5 filtrations de DTT 50 mM. Dans le milieu HBSS ce
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nombre est augmenté a 5 pour NAC tandis qu’il est plus bas pour GSH avec 4 étapes
nécessaires. Dans le cas de NAC et GSH filtrés simultanément, 6 étapes sont
nécessaires pour désorber 'ensemble des deux thiols. Ces résultats traduisent encore

une fois l'influence du milieu HBSS sur les performances du dispositif.

(A) (B)

100,0 60,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

Thiols relargués (%)
Thiols relargués (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
50 mM DTT ajoutés 50 mM DTT ajoutés

FIGURE 48: CINETIQUE DE RELARGAGE APRES ADSORPTION DE NAC ET/OU GSH DANS LE MILIEU HBSS.

La connaissance de ces facteurs correctifs permet de nettement simplifier
'analyse des thiols lors des expériences de passage de barriére en Transwell®. En effet,
cela permet defiltrer les différents compartiments afin d’adsorber les thiols et bloquer leur
fonction SH pour empécher leur oxydation et étudier uniquement la phase de relargage.
Les résultats obtenus seront ensuite pondérés par les facteurs correctifs afin de
déterminer la quantité initiale de chaque thiol. Le but est de s’affranchir de I'analyse en

HPLC de la matrice HBSS et réaliser uniquement les analyses sur le relargage en matrice
PBS.

Ainsi, 'ensemble des résultats présentés par la suite seront ceux aprés application
du facteur correctif d’extraction. Il est bien sOr évident que ce facteur devra étre validé

sur toute la gamme de concentrations de travalil.
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3.2.  ARTICLE 3, NANOSTRUCTURATED MATERIAL CONTRIBUTION TO THIOL
QUANTIFICATION IN INTESTINAL MIMICKING MEDIA

Le dispositif nanostructuré peut étre utilisé afin d’extraire les thiols de leur milieu et
les quantifier. Ceci permet une harmonisation de méthode peut importe la matrice et une
comparaison directe des résultats. Le filtre a été appliqué au dispositif Transwell® afin
d’étudier le devenir des RSH une fois dans le compartiment apical et les échanges entre
les différents milieux. Le but est d’étudier les mécanismes de diffusion des différentes
espéces dans un modele in vitro de barriére intestinale. L’ensemble de ces travaux fait
l'objet d'une publication qui sera prochainement soumise dans le Journal of

Pharmaceutical Analysis.
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Abstract

Thiol are key biological molecules involved in many physiological functions such as redox homeostasis.
Many methodologies have been applied for the detection of thiol in human biological fluid to either
evaluated concentration or drug pharmacokinetic. Therefore, detection and quantification remain
difficult due to thiol properties and containing matrices leading to misunderstanding phenomenon and
discrepancies in thiol concentrations reference and pathological values. In this work, a simple
nanostructurated membrane (NM) was applied to thiol extraction in biological mimicking fluids. The
device was prepared within a polymer functionalization of the cellulosic membrane to embedded AuNP
through electrostatic interaction. The ability of the nanostructurated membrane to enrich thiol molecules
containing in biological samples was evaluated through an intestinal model barrier. The results showed
an ability of the device to quantify two model thiols, glutathione and N-acetylcysteine, in intestinal
mimicking media to monitor each species as it moves into the systemic circulation. NAC and GSH

shows crossing barrier capacity through transcellular pathway. Putting together, NAC demonstrated an

1



influence on GSH permeation. Finally, NM was applied for intracellular thiol quantification and has
demonstrated its ability to quantify endogenous GSH without any other pretreatment. Through this study
we used a specific thiol device and postulated that it can be use for a unique and rapid tool for thiol

quantification in biologicals matrices.

Keywords: Gold nanoparticles; Nanostructuration; Thiols quantification; Biological matrix; Extraction
device.

1. Introduction

Redox homeostasis within cells and biological fluids is maintaining through different mechanisms
including presence of pro and anti-oxidants species. Among them, thiols are considered as major anti-
oxidant species due to their high reactivity. For example, reduced glutathione (GSH) allows the cellular
detoxification of heavy metals such as mercury [1], the reduction of peroxides (glutathione peroxidase)
[2,3], the reduction of disulfide bridges between cellular proteins [4] and the detoxification of aromatic
organic compounds (glutathione S-transferase) [5,6]. Thiol are also involved in Nitric Oxide (NO)
transport to increase its half-life (from sec to few hours [7]) and act as NO storage and carrier. In that
way, pharmacokinetics parameters depend on the thiol part of the S-Nitrosothiol formed. It has been
demonstrated that decrease of GSH concentration is associated with age and some diseases (diabetes
[8], cardiovascular diseases [9], brain disorders [10], sepsis [11]...). To avoid GSH protection decrease,
different therapeutics strategies to restore GSH pool are needed. Among these solutions, one can find
oral administration of GSH or a prodrug of GSH, the well-known N-acetylcysteine [12]. These strategies
are highly impacted by low bioavailabilities of GSH and NAC (50% [13] and 6-10 % [14] respectively).
To improve tissue distribution of GSH or NAC, drug delivery systems were developed [15-17]. Very
few of these works have moved from research into clinic applications because of bioavailability and
assimilation problems [18,19]. Whether for its important role at cellular and extracellular level or for
GSH supplementation development, there is a real necessity to quantify these thiolated molecules in
biological sample. These quantifications are especially challenging for GSH statue evaluation,

prediction of some diseases factor or pharmacokinetic study of GSH drugs or prodrugs.

The dominant and most widely used approach for thiol quantification in complex matrix are methods
combined with a derivatization protocol [20-22]. Among these methods, 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) [23], naphtaléne-2,3-dicarboxaldéhyde (NDA) [24] and o-phthaldehyde (OPA) [25] are
by far the most commonly used derivatizing agents for thiol quantification in HPLC [23],
spectrophotometry UV-Vis [26] or fluorimetry [27]. One drawback of derivatization is that reaction
efficiency is easily influenced by sample matrix Other direct methods were developed. Whether direct
or indirect, these methods present basic limitations in terms of complexity, sample processing and times,

and number of thiols simultaneously quantitated. These long process times are in contrast with thiol



poor stability and/or lack of selectivity, leading to potential inaccurate analytical results. For example,
contradictory GSH concentrations in blood were reported in literature (ranging from 100 uM to 10 mM)
highlighting analytical issues concerning thiols quantification. To the best of our knowledge, it does not
exist a rapid simple method applicable to the different body compartment (blood, urine, cells,

membranes ...) and in accordance with matrix complexity and thiols properties.

For several years, addition of nanomaterial to current methods for thiol sensing has increase [28,29].
Despite the increase of selectivity and sensitivity, there is still some drawbacks mainly due to colloidal
state of nanomaterial [30]. Thus, nanomaterial immobilization to create a nanostructurated material have
attracted increasing attention as thiol pre-concentration. Among these devices, Solid-Phase Extraction
(SPE) have gained general acceptance to accomplish separation from matrix and analyte enrichment

prior to detection [31,32].

In this work, a nanostructurated device for thiol extraction was applied to an intestinal model barrier,
which is the first limiting barrier for vascular bioavailability. The method is based on high affinity
between SH group and Gold Nanoparticles (AuNP) trapping on a cellulose filter. The device was used
to quantify and follow two different thiols (GSH and NAC) in an in vitro system containing different
complex mediums. For that, Caco-2 cells in a Transwell device were used as barrier intestinal model to
study diffusion and crossing barrier characteristics of NAC and GSH. This model is greatly described
in literature as a tool to evaluate adsorption of drugs or elucidate pathways transport mechanisms [33].
For this purpose, a cellulosic membrane embedded in a syringe filter was developed by our group [34]
for a direct and unique filtration and isolation of thiol in each compartment. After investigation of matrix
effects on the nanostructurated membrane (NM), the device was successfully applied to thiol extraction
in a model intestinal barrier followed by HPLC identification and quantification with a developed and

validated method.

2. Material and methods
2.1. Materials and reagents

All reagents and solvents were of analytic grade and used without further purification. KCl was
purchased from Carl Roth. Citric acid and KH>PO4 were purchased from Labosi. Methanol and
Na,HPO, were purchased from Carlo Erba. K»S,0s, NaOH 30%, sodium chloride (NaCl), Trisma base
(Tris), sodium hydroxide (NaOH), Hydrochloric acid, ammonium chloride, Mercuric chloride (HgCl»),
orthophosphoric acid and sodium tetraborate were purchased from VWR Chemicals. Phosphate buffer
saline solution (PBS) was prepared as follows: [Na,HPO,] = 6.68 mM, [KH,PO,4] = 1.47 mM, [NaCl] =
138.00 mM, and [KCI] = 2.68 mM, the final pH was adjusted to 7.4 with HC] 12 M. Tris-HCl buffer
was obtained by dissolving 18.16 g of Tris in 1 L of H>O, the pH was adjusted to pH = 7.4 with HCI 12



M. Ultrapure deionized water (> 18.2 MQ cm) was used for the preparation of all solutions.
Poly(allylamine hydro-chloride) (PAH) (average molecular weight of 17,500 g.mol-1, pKa = 8.7) was
purchased from Sigma Aldrich. Gold chloride salt (HAuCly), sodium citrate, sodium borohydride,
glutathione (GSH), N-acetylcysteine (NAC), dithiothreitol (DTT), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS),
sodium octylsulfate, 2-amino-2-hydroxymethyl-1.3-propanediol (Tris), dithio-5,5"-bis(nitro-2-benzoic)
acid (DTNB) were from Sigma-Aldrich. Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), foetal bovine
serum. (FBS), sodium pyruvate, penicillin 10 000 U.mL™" and streptomycin 10 mg.mL—1 mix, trypsin,
non-essential amino acids, glutamine, Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS Ca**/Mg?*), sodium nitrate
(NaNO3), 2,3-diaminonaphthalene (DAN), propranolol hydrochloride, furosemide salt, triethylamine,
2-(Nmorpholino)ethanesulfonic acid (MES), Igepal CA-630, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
and neocuproine were purchased from Sigma. Sodium nitrite (NaNO;) was from Merck and acetonitrile

was from Biosolve.

2.2. Thiols and AuNP synthesis

All RSH solutions (NAC and GSH) were prepared in PBS buffer (0.148 M; pH =7.4).

Citrate stabilized AuNP were synthetized in aqueous solution according to our previous work [35].
Briefly, 1.0 mL of HAuCls solution (10 mg/mL) was added into 90 mL of water and 2.0 mL of 55 mM
sodium citrate was added under inert atmosphere (N>). The solution was stirred for 1 min then 1.0 mL
of 19.5 mM NaBH4 was added and the solution was stirred for 10 min under N2. The resulting 90 + 3
nM ( max 514 £ 1 nm) suspension of nanoparticles was stored in the dark at 4°C during a maximum
period of 20 days [35]. For all experiments, AuNP with hydrodynamic diameter of 6.5 + 0.9 nm (core

diameter 5.3 = 1.1 nm) and anionic charge (zeta potential) of -32.6 + 0.7 mV were used.

2.3. Caco-2 cells culture and cytocompatibility

Intestinal Caco-2 cells (ATCC® HTB-37™) were grown in complete medium consisting of EMEM
supplemented with 10% (v/v) of FBS, 4 mM of glutamine, 100 U/mL of penicillin, 100 U/mL of
streptomycin, 1% (v/v) of non-essential amino acids. Cells were cultivated at 37 °C under 5% CO2 (v/v)
in a humidified incubator. Caco-2 cells were seeded in 96-wells plates at 2 x 104 cells/well 24 h before
experiment. They were then exposed to each S-nitrosothiol (from 10 to 100 uM) for 24 h at 37 °C,
complete medium being used as control. Cytocompatibility was assessed through metabolic activity
with the 3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The absorbance of
extracted formazan crystals was read at 570 nm with a reference at 630 nm (EL 800-microplate reader,

Bio-TEK Instrument, Inc®, France). Metabolic activity in control condition was considered as 100%.

2.4. Preparation of nanostructurated membranes



The immobilization supports used were commercial Chromafil cellulosic membranes (CM) (Diameter
25 mm and pore size 0.45 pm). Nanostructurated membrane (NM) construction was realized based on
our previous work [34]. AuNP (negatively charged) were embedded on the device through electrostatic
bonds with a cationic polymer: PAH. Briefly, a first activation step was realized by pushing a 10 mg/mL
PAH solution in Tris buffer (0.15 M; pH = 7.4) through the membranes for 10 min. Membranes were
rinsed for 3 min with Tris solution and nanostructured using AuNP-citrate colloidal suspension (90 nM).
A final rinse with Tris was then realized and the last two steps of this process were repeated fifteen times
to achieve a high immobilization density (number of AuNP per cm” of membrane). Before used, a final

rinse with water was realized.

2.5. Intestinal permeability of thiol

Thiol intestinal permeability and exchanges mechanisms accros the Caco-2 monolayer were evaluated
using cell culture inserts (Transwell®, Corning, USA, membrane with 0.4 um pore size, 1.12 cm? area)

disposed in a 12-wells plate.

The complete medium was replaced every two days during the first week of cell proliferation. During
the second week, the medium was replaced every day until the differentiated cell monolayer was formed
(14—15 days). The formation of the barrier was followed by transepithelial electrical resistance (TEER)
measurement using a Millicell®- Electrical Resistance system (Millipore, USA) and validated for TEER
values higher than 500 Q.cm?.

After 14-15 days of culture, medium was replaced by HBSS at pH 7.4. Thiol (in mixture or not) at a
final concentration of 100 uM was deposited in apical comportment and left to incubate during 4h under
orbital shaking (500 rpm) at 37°C. After 4 h entire volume of each compartment was collected in
Eppendorf tubes for the different analysis. For intracellular thiol quantification, cells were lysed in 250

uL of perchloric acid 3,3 % (V/V).

In the apical and basolateral medium, thiol was quantified and identified in HPLC with UV-vis detection
and S-nitrosothiols with spectrometer with fluorimetric detection. In intracellular medium, thiol was
quantified and identified in HPLC method with UV-vis detection and in spectrometer with UV-Vis and

fluorimetric detection using Ellman reagent and 2,3-Naphtalene dicarboxaldehyde (NDA) respectively.

At the end of the study, the integrity of the intestinal cell monolayer was checked by measuring the
TEER value and the permeability of sodium fluorescein (5 pM), a marker of low paracellular
permeability. A TEER value higher than 300 Q.cm2 as well as a 5% of fluorescein permeability

validated the integrity of the intestinal monolayer at the end of the experiment [36,37].

2.6. Nanostructurated membranes



Thiol adsorption. RSH adsorption on NM was performed by filtering all the compartment volume (500

uL for apical and 1500 pL for basolateral) containing RSH solution on NM.

Thiol desorption. Thiols desorption from membranes was realized using dithiothreitol (DTT). Five

hundred microliters of 50 mM DTT (corresponding to 25 pumol) were filtered through NM. The

quantification of reduced thiols released was performed on the filtrate by HPLC method. Desorption

protocol was repeated until a complete release of adsorbed molecules was obtained.

Extraction rate in cellular medium. As cellular medium can influence thiol adsorption and/or desorption,

an extraction rate was calculated. RSH (respectively NAC 50 nmol/ GSH 50 nmol/ NAC 25 nmol +
GSH 25 nmol) were dissolved in cellular medium, directly or after 4 h incubation time with Caco-2
cells, and filtered through the NM. Filtrates were analyzed with the developed and validated HPLC
method to determine thiol adsorption and desorption capacities of the NM in cellular medium. Addition
of both percentages lead to an extraction rate corresponding to thiol amount extract and release from the
device from an initial sample. These extraction rate have been applied to obtain results from thiol HPLC

method.

2.7. Thiols quantification

HPLC method. Thiol quantification was performed by ion-pair reversed phase HPLC. For GSH-NAC
separation, the HPLC system consisted of a Spectrasystem pump P1000XR equipped with a
Spectraseries AS100 injector and coupled to a Gilson UV-VIS-155 detector set at 205 nm. A C18
Thermo Scientific ODS Hypersil column (250/4.6 mm, 5 um particle diameter) and a Nucleosil EC 4/3
NUCLEODUR C18 HTec precolumn (5 um) heated at 40 °C was used. The injection volume was 100
pL. The mobile phase consisted of a mixture of octyl sodium sulfate (10-3 M, pH 3.0) and acetonitrile
(ACN) (97.0/3.0 V/V) with a flow rate of 2.0 mL/min. The method was validated as described by ICH

Q2(R1) [38], validation parameters were described in a previous study [34].

For basolateral and apical compartment, mediums were directly filtered through the NM. For
intracellular medium, cells were lysed directly on the Transwell membrane with perchloric acid 3,3 %
(V/V) and centrifuge during 15 min at 10000 g and 4 °C. Supernatant with cellular medium was collected
and diluted in phosphate buffer solution (1:5 V/V). The obtain solution was filtered through the NM. In
both case, thiols were only quantified after the different release steps using the previous described HPLC
method. Calculated extraction rates were applied to the different results to access to initial thiol quantity

in Transwell.

Spectrometer methods. To compare our NM, two traditional thiol quantification methods were used as

they are commonly used for thiol quantification in biologicals matrices.



For Ellman’s reaction, 40 pL of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid solution (1.0 mM) in PBS were
added to 200 pL of each sample. This mixture was incubated 10 min at room temperature protected from

light then absorbances were read at A =412 nm (linearity between 3 and 32 uM). Ellman standard curves

of GSH were: y = (0.0066 + 0.0035) x + (0.0666 + 0.0313).

For NDA’s reaction, 120 pL of borate buffer and 20 uL of NDA in absolute ethanol were added to 60
ul of apical, basolateral and intracellular medium. The mixture was incubated for 25 min at 0°C and
protected from light before reading fluorescence intensity at Aexc = 485 nm and Aem = 528 nm (linearity
between 0.65 and 3.25 uM). NDA standard curves of GSH were: y = (6.10” + 1.10°) x + (0.34575 +
0.44276).

2.8. Study of interaction between NM and Albumine/Histidine

To evaluate NM interaction with albumin or histidine, Albumine 0.4 g/L and histidine 50 pM, both in
PBS, where quantified before and after filtration through the NM with the above described methods.
Two different spectrophotometric method were used. For albumin quantification, Bicinchonique Acid
Assay (BCA) was used. This method relies on Cu”* reduction into Cu* in presence of protein (at alkaline
pH) followed by complex formation between bicinchonique acid and Cu® that absorbed at 562 nm.
Briefly, 200 puL of mixture between reagent A and B (50/1 V/V), supplied in BCA kit, were added to 25
uL of sample in 96-wells plates. Plate was incubated 30 min at 37°C. Absorbance was read at 570 nm
with a microplate spectrophotometer, EL. 800 BioTek. Standard curves of Albumine were realized in

NaOH 0.1 M: y = (0.00078 £ 0.00004) x + 0.04172 + 0.03408.

Histidine was quantify using Pauly assay: 2.0 mL of sulfanilic acid + 1.0 mL of sodium nitrite 5 %
(m/w) were added to thel mL of work solution (containing histidine in PBS) and incubated at 25 °C for
5 min. Then, 3 mL of sodium carbonate (10 %) was added and absorbance was rea at 530 nm (linearity

between 38.7 and 386.7 uM).

3. Results and discussion

3.1. Transwell device implementation

Based on previous works, our NM was employed to directly quantify thiol in a barrier intestinal model
to study RSH permeability in a context of vascular bioavailability. Indeed, thiol presents major role
maintaining redox homeostasis or as carrier for certain species (for example nitric oxide). Understanding
RSH pharmacokinetic and in particular in terms of barrier crossing is a real challenge. We aim apply

our NM to bridge some gaps about RSH biological crossing barrier mechanisms for bioavailability. For



that, Caco-2 cell line was used as a model of the intestinal epithelial barrier. This model has been widely
used in that way because of its advantageous properties. Caco-2 cell can spontaneously differentiate into
a monolayer of cells with many properties typical of adsorptive enterocytes with brush border layer as
found in the small intestine. In this paper, Caco-2 cells were cultured on permeable filter insert, for 2
weeks, to improve their morphological and functional differentiation into a polarized monolayer that
can mimic steric conditions in the intestine. This barrier model is part of a Transwell device divided into
3 parts: apical compartment simulating intestinal lumen, intestinal barrier formed by Caco-2 and
basolateral medium simulating blood compartment. Thiols studied (NAC and GSH) was deposited in
the apical compartment for 4 h incubation at 37 °C and 5% (V/V) CO,. After 4 h, each compartment
was collected and filtered through the NM.

3.2. Determination of extraction rate

As it was previously showed, matrix can influence NM performances in term of adsorption and
desorption. Therefore, matrix effects were evaluated in HBSS without incubation time with Caco-2 cells
containing 50 nmol of NAC or GSH. Results summarized in Figure 1 show adsorption capacity of 91.4
+ 6.4 % and 88.6 £ 9.2 % for NAC and GSH respectively. These results are similar to those in PBS and
rat plasma described in a previous work [34]. Capture capacity on more complex samples with binary
mixture of both thiols (500 uL of 50 uM of both NAC and GSH, corresponding to 25 nmol each) was
evaluated. After filtration through the NM, 88.0 £ 7.0 % and 88.6 £ 9.2 %, of NAC and GSH
respectively, were adsorbed. Desorption was evaluated with several DTT filtration (500 uL of DTT 50
mM) and filtrates were analyzed in HPLC to obtain a desorption rate based on previous adsorbed thiols.

Addition of adsorption and desorption percentage represents extraction rate in HBSS.
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FIGURE 1: EVALUATION OF NAC AND/OR GSH EXTRACTION RATE IN HBSS WITHOUT INCUBATION TIME (N=3)
INCLUDING EXTRACTION DURING ADSORPTION STEP (DARK GREY CURVE) AND DESORPTION STEP (LIGHT GREY).
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To evaluate Caco-2 influence on extraction rate, HBSS was incubated during 4h with Caco-2 cells and
NAC and/or GSH were added, as previously describe. Results appears non-significantly different

compare to those in HBSS without cells incubation.

Addition of adsorption and desorption capacities led to an extraction rate. For all condition, extraction
rates were evaluated to be 2.2 + 0.5. For example, an extraction rate of 2 means that finding quantity of
NAC after all desorption steps was half of the one filtrated through the NM. These extractions rates were
evaluated on 2 other concentrations, 200 uM and 50 pM of NAC and/or GSH in cells medium,
corresponding to 100 nmol and 25 nmol respectively. Only results with 100 uM of thiol(s) are presented

because this concentration corresponds to deposited concentration in Transwell device.

For all experiments, medium containing thiols were filtrated through the device and only desorption
steps were characterized in HPLC. Obtains results were incremented with corresponding extraction rate

to determine initial thiol concentration in apical or basolateral compartment.

3.3. Evaluation of NM specificity

When considering desorption efficiency in HBSS, it appears that only 50 % was desorbed from the NM.
Presence of other molecules on the NM could explain changes in desorption profile. It has been
demonstrated that molecule with lower AuNP affinity was first desorbed and thus decreases high affinity
molecule release. To asses this aspect, interaction with other biologicals molecules was investigated.
Two molecules were tested: albumin, which present thiol function on Cys34 residue, and Histidine, an,
essential amino acid with an amino and carboxyl group. Albumine was quantify using BCA

spectrophotometric method while Histidine quantification was done with Pauly spectrophotometric

9



method. Quantification of Albumine and Histidine solutions before and after filtration through the NM
shows no significant difference of concentration. These results show similar absorbance before and after
filtration (absorbance before and after filtration of 0.107 and 0. 111 for histidine and 0.1688 and 0.1617
for albumin). It means that there is no interaction between Albumine or histidine and the NM. This
highlight the specificity of the NM for thiol groups against other functional groups. For Albumine which
present a thiol group, absence of interaction can be explain by conformation issues. Indeed, it has been
demonstrated that the helix form of albumin does not allow access of the thiol function to AuNP. AuNP-
SH interaction can only takes place with a previous denaturation of the protein [39,40]. Thus, there is
no competitive interaction with molecule without thiol and high molecular weight thiol. Low desorption

decrease was not due to unwanted interactions.

3.4. Thiols behavior through intestinal barrier

Thiol (NAC or GSH) was diluted in HBSS (0.5 mL of 100 uM concentration corresponding to 50 nmol
deposited in apical compartment for 4h incubation (37 °C / 5 % COy). For binary mixture of NAC and
GSH, final concentration was 100 uM, i.e. 50 uM of each (corresponding to 25 nmol). After 4h,
mediums were collected separately. One part of each medium was used for RSNO quantification, the

other part was directly filtered through a NM to adsorbed presents thiols.

NM quantification after simple RSH deposition in apical compartment.

For RSH quantification, thiols were adsorbed on the device by direct filtration of mediums and release
with filtration of DTT 50 mM (500 pL for each step). DTT, a two-thiol containing molecule, released
NAC and GSH from AuNP by ligand exchange due to its better affinity. Desorption protocol was

repeated until a complete release of adsorbed molecules was obtained.

Obtains desorption results have been weighted with previous corrective factor calculated. This allows
determine initial thiol quantity before NM filtration and give a global vision of each species present in
each compartment. Results for NAC and GSH quantity in apical and basolateral compartment are

resumed in Figure 2.

Each thiol was permeated (6.0 = 2.4 % and 77.4 + 30.3 % for NAC and GSH) with a higher permeation
of GSH than NAC. After 4 h of permeability, all initial amount (50 nmol) of GSH was found with 30.6
+ 5.7 % remaining in apical compartment. For NAC deposition, mass balance in both compartments
was incomplete with 17.2 + 4.3 % of initial NAC quantify (one of which 11.2 £+ 3.6 in apical
compartment). There is a loss of 82.8 % of NAC deposited in apical compartment. This missing can be
trapped inside the cell monolayer. Therefore, cells were lysed in culture insert and thiols were quantified
through NM filtration and desorption steps. Quantities of NAC found inside the cells were 1.4 + 0.7

nmol representing 2.7 + 1.4 % of initial deposited amount. Mass balance for GSH deposition was
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complete with 108.0 + 30.81 % quantified in bot compartments. Nevertheless, GSH amount in cells was
evaluated and shows an intracellular amount of 1.11 £ 0.29 nmol of GSH, corresponding to 2.2 + 0.6 %

of initial deposited GSH.

140,00
120,00

100,00 |

% RSH compared to initial
deposited amount

20,00 i
0,00
NAC GSH

FIGURE 2: QUANTIFICATION IN APICAL (BLUE) AND BASOLATERAL (ORANGE) COMPARTMENT OF NAC OR GSH AFTER
4 H OF EXPOSURE TO 50 NMOL (N=3). RESULTS ARE EXPRESSED IN RELATION TO INITIAL DEPOSITED AMOUNT OF
THIOL.
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FIGURE 3: QUANTIFICATION IN APICAL (BLUE) AND BASOLATERAL (ORANGE) COMPARTMENT OF NAC AND GSH AFTER
4 H OF EXPOSURE TO 50 NMOL (25 NMOL OF EACH) (N=3). RESULTS ARE EXPRESSED IN RELATION TO INITIAL
DEPOSITED AMOUNT OF THIOL.

NM quantification after mixture RSH deposition in apical compartment.

Influence of the presence of two thiols on permeability and thiol repartition was investigated by deposing
NAC and GSH at a final concentration of 100 uM (25 nmol of each). NAC permeability and distribution
in each compartment was similar to that with only NAC deposition (21.6 + 6.0 % against 17.2 +4.3 %
when not in mixture). There was still a large amount missing leading to an intracellular thiol
quantification. Results shows that cell compartment contained 2.5 + 1.0 nmol of NAC and 2.5 + 0.8
nmol of GSH corresponding to 10.2 #3.9 % and 9.9 + 3.0 % respectively. For GSH, mass balance
appears incomplete (76.2 + 7.6 %) but not significantly different compared to GSH deposition without
NAC (108.0 +£30.81 %). There was also 4 times decrease of GSH permeation in basolateral compartment
associate to 2 times increase of apical GSH amount. This highlights a GSH distribution modification in

presence of NAC, whose distribution remains unchanged with or without GSH.

Intracellular GSH concentration in cells

As it is naturally present in cells, GSH should be present in intracellular medium event for NAC
deposition. After NAC deposition and filtration of cellular media through NM, thiols release was
realized with DTT and analyzed in HPLC. In addition to NAC signal on chromatogram, GSH release
were observed. As it was not deposited in apical compartment, this quantity corresponds to endogenous

GSH amount in cells. For NAC deposition endogenous GSH concentration was found to be 1.0 + 0.1
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uM. This amount is in accordance with literature values which are around 0.5 and 10 pM [41-43]

without any preanalytical steps and/or harmful chemicals.

Positioning of NM compared to other methods

Two current analytical methods used for thiols analysis, Ellman and NDA, were applied to the previous
tested Transwell conditions. Ellman method allows to quantify total thiol concentration whereas NDA
is specific of GSH. These methods were used to compare our device with common thiol sensing
methods. For thiol measurement with GSH deposition (single or in mixture) results obtain were similar
to those found with our NM: 26.0 = 0.8 nmol of GSH in apical compartment after 50 nmol GSH
deposited against 30.6 5.7 nmol found with the NM. For GSH and NAC deposition, Ellman method
gives 51.0 £ 0.8 nmol in apical compartment while 49.7 + 12.3 were found with the NM. NDA method
for specific GSH quantification, shows results in disagreement with those found with our NM and also
with Ellman method. For example, quantification of GSH in apical compartment after 50 nmol
deposition without NAC was 30.6 = 5.7 nmol, 26.0 £ 0.8 nmol and 5.22 + 0.5 nmol for NM, Ellman and
NDA methods respectively. However, NDA quantification can’t be lower than Ellman because of its
specificity for one thiol. This methods comparison allows to highlights complexity of thiols analysis in
different complex matrices. In fact, here, two methods are needed to quantify 2 different thiols with two
derivatives reagents. NM utilization appears to be fast, easy to use thiols specific and selective and

applicable to various matrices compared to current methods.

In that respect, the NM was applied to 3 different media without any other pretreatment, derivative
reagent or harmful solvent. Methodology was as follow, first thiol extraction from original matrix
followed by DTT release associated to HPLC identification and quantification. This led to an overview
of thiols diffusion and repartition in each compartment with one single device, allowing a direct
comparison between results. As an example, without NM, quantification of GSH would have required
addition of different methods to obtain a complete characterization of each medium. GSH quantification
in intestinal media could be done with an enzymatic colorimetric detection [44], in enterocytes with a
derivative HPLC method [45] and plasma with spectrophotometer UV-Vis [46], liquid chromatography

coupled or not with mass spectrometer [47,48].

4. Conclusion

Since its discovery, GSH has been shown to play ubiquitous roles in most living cells and its major
functions are tightly connected to redox homeostasis. Whether it be for GSH diagnosis, to predict some
diseases or evaluate new drug distribution and efficiency, accurate thiol quantification in each biological

sample (cells, blood or intestinal lumen ...) is crucial. In this context a previous developed
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nanostructurated device was tested in a model intestinal barrier to study its behavior towards GSH and
NAC quantification in an in vitro context of diffusion to systemic circulation. This specific pretreatment
method allows to specifically extracted thiols from each biological sample with a unique and easy
handled device ... The strong bound between gold and thiol avoid stability issues (through -SH oxidation
essentially) occurring with current thiol analytical methods. This specific and rapid extraction allow a
complete thiols quantification in each matrix leading to a global vision of mechanisms involved in the
passage of the mimicking intestinal barrier. These promising results suggest that our nanostructurated
device could be used on real samples to study thiol pharmacokinetic after oral administration for

supplementation.
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Chapitre 4

3.3. APPLICATION AUX RSNO

Afin d’étudier le comportement de deux RSNO, NACNO et GSNO, vis-a-vis de la

barriére intestinale, le modéle Transwell® a été utilisé.

Dans le cas des RSNO, cela permet de savoir s’ils franchissent la barriére
intestinale afin de rejoindre la circulation systémique pour délivrer le NO. Ainsi, NACNO
et GSNO ont été déposés dans le compartiment apical seuls ou en mélange binaire avec
a chaque fois 50 nmol de chaque espéce.

La partie NO a été étudiée en quantifiant son dérivé l'ion nitrite. En effet, la demi-
vie du NO étant trés faible et 'expérience durant 4 h, la probabilité d’avoir du NO sous sa
forme radicalaire est trés faible. La technique utilisée est celle décrite dans la partie

matériel et méthodes, a savoir la méthode fluorimétrique employant le réactif de DAN.

Les especes nitrosées (RSNO) ont été quantifiées en utilisant la méthode
fluorimétrigue de DAN/Hg. Cette méthode ne permet pas de quantifier chaque RSNO de

maniere sélective mais indique seulement la quantité de RSNO totale.

Enfin, les RSH pouvant provenir de la dénitrosation des RSNO seront quantifiés
par filtration a travers la membrane nanostructurée et analyse des différents relargages
avec le DTT. Comme expliqué précédemment, ces résultats seront pondérés du facteur
correctif afin de remonter a la quantité de RSH initialement présente dans le Transwell®.
De plus, il a été démontré au chapitre 2, la propriété dénitrosante de la membrane
nanostructurée. Cela signifie que lafiltration d'un RSNO engendre sa rupture homolytique
et 'adsorption du RSH résultant. Ainsi, il faudra prendre en compte cela dans les bilans
de matiére et soustraire la quantité de RSNO de celle trouvée en RSH avec le filtre

seringue.

L’ensemble de ce raisonnement analytique est résumé Figure 49. Celle-ci sera
appliquée a l'analyse du compartiment apical et basolatéral. L’étude du milieu cellulaire

sera décrite dans une seconde partie.
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FIGURE 49: METHODE ANALYTIQUE APPLIQUEE A LA QUANTIFICATION DES RSNO, RSH ET IONS NITRITES DANS LE
MILIEU APICAL ET BASOLATERAL.

3.3.1. ETUDE DE LA COMPOSITION DU COMPARTIMENT APICAL ET BASOLATERAL

Considérons dans un premier temps |'étude de chague RSNO déposé
indépendamment dans le compartiment apical. NACNO et GSNO ont été apportés a

hauteur de 50 nmol a chaque fois.

Aprés quantification des différentes especes, les résultats sont exprimés par
rapport a la quantité de RSNO déposée au depart (Figure 50). Par exemple, si 40 nmol
de NACNO + RSH sont quantifiées dans les deux milieux, cela correspond a 80 % de ce
qui avait été initialement déposé.

Les résultats montrent qu'aprés 4 h d’incubation la majorité des RSNO se sont
dénitrosés en GSH ou NAC. Ces thiols ont majoritairement diffusé vers le compartiment
basolatéral (4,8 £ 2,3 % de NAC et 31,6 + 8,8 % de GSH). Dans le cas de NAC, la
diffusion est totale puisqu’aucune molécule n’est présente dans le compartiment apical.
Différents travaux de recherches ont démontré que le passage de barriere de GSH et
NAC s’opérait par diffusion passive avec un passage transcellulaire majoritaire [217,218].
Au regard du bilan de matiére global pour chaque espéce, il apparait qu’environ 90 % de

la NAC et 40 % du GSH déposés ne sont pas dans le compartiment basolatéral ou apical.
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Cela suggére 'hypothése d’'un passage intracellulaire des différentes espéces ou une
dégradation. Dans ce second cas, des chercheurs ont mis en évidence une dégradation
du GSH par la y-glutamyl transférase et des peptidases au niveau de la membrane de la
bordure en brosse a la surface des cellules épithéliales intestinales engendrant sa
décomposition en Cys, glycine et glutamate [219,220]. Cette hypothése pourrait expliquer
le bilan de matiére incomplet en GSNO/GSH.

Parmi la part sous forme de RSNO, la quantité présente est tres faible dans le
compartiment apical (3,6 £ 0,2 nmol de NAC et 3,6 £ 0,4 nmol de GSH). La quantité
présente dans le milieu basolatéral apparait non significative (0,7 £ 0,6 nmol de NACNO
et 0,3 £ 0,2 nmol de GSNO), traduisant 'absence de passage de la barriere sous cette

forme nitrosée.

Enfin, la quantité d’ions nitrites a été quantifiée et montre pour NACNO que 7,0 +
0,9 nmol sont présentes dans le milieu apical, contre 3,5 = 1,0 nmol dans le basolatéral.
L’addition de la quantité dans les deux milieux devrait étre similaire a la quantité de NAC
retrouvées puisque NAC et NO est issue de la rupture homolytique de NACNO. Or, il y a
plus de NO dans le milieu que de NAC. Cette différence peut étre due a la présence
d’ions nitrites endogéne dans les compartiments, qui proviendrait des cellules Caco-2. Le
constat est inverse pour GSNO, car 6,7 nmol d’ions nitrites sont quantifiées pour 28,1
nmol de GSH. L’hypothése ici va dans le sens d’'une absorption des ions nitrites libérés
par les cellules CaCo-2 ou d’'un biais de quantification du NO par les ions nitrites
uniqguement. En effet, les ions nitrites possedent une demi-vie de quelques heures
contrairement a environ 48 h pour les ions nitrates. Pour une caractérisation compléte, il
aurait fallu quantifier également les ions nitrates en complément comme cela a déja été
fait lors d’'une précédente étude. Cependant, le but premier du dosage du NO dans ces
expériences est de vérifier que I'on obtient les mémes résultats que ceux de la précédente
publication sur I'étude des RSNO en Transwell® afin de pouvoir les comparer et montrer

l'intérét des filtres seringues dans ce contexte.
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FIGURE 50: BILAN DE MATIERE ET REPARTITION DE RSNO ET RSH APRES DEPOT DE NACNO (50 NMOL) OU GSNO (50
NMOL) DANS LE COMPARTIMENT APICAL APRES 4H D’INCUBATION A 37 °C.

Afin d’étudier I'influence de la présence de plusieurs RSNO dans le milieu intestinal
et notamment sur la diffusion a travers la barriére intestinale, NACNO et GSNO ont été
déposés simultanément dans le milieu apical, a hauteur de 50 nmol chacun (Figure 51).
L’objectif ici est de montrer un potentiel passage préférentiel de 'une ou I'autre molécule,
par comparaison a leur comportement seul, mais également de mettre en évidence

I'existence ou non de phénomeéne de transnitrosation.

Les résultats de I'étude d’'un mélange équimolaire de NACNO et GSNO dans les
difféerents milieux aprés 4 h d’incubation montrent des différences de comportement des
RSNO en mélange et seuls. En effet, la quantité de GSNO et GSH quantifiée dans le
milieu basolatéral et apical est augmentée d’environ 50 % avec une majorité sous forme
de GSH répartie entre les deux milieux. La quantité de NAC est également augmentée,
passant de 5 % de NAC dans I'apical et le basolatéral quand déposé seul, a environ 17
% en mélange. L’augmentation du nombre de NAC et GSH dans les différents milieux

peut s’expliquer par le fait que la quantité totale de RSNO déposées est deux fois
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supérieure a celle des RSNO seuls (100 nmol vs. 50 nmol). L’hypothése est que la
quantité de RSNO ayant diffusé dans les cellules ayant atteint un maximum, les RSNO
restant se retrouvent dans le milieu apical ou basolatéral qui en voit donc sa concentration
augmenter. La seconde hypothése avancée concerne la production de GSH par
lintermédiaire de NAC. En effet, au Chapitre 1, nous avions évoquées les différentes
voies de synthése du GSH et 'une d’elles correspond a la désacétylation de la NAC pour
former de la Cys qui elle-méme produit du GSH. Ainsi, en mettant de la NAC/NACNO
dans le milieu cellulaire, cela pourrait servir a produire du GSH, ce qui expliquerait en
partie la grande quantité de GSH retrouvée. D’autres articles suggérent que la
concentration en GSH intracellulaire est régulée par d’'un cété la synthése de GSH et de
lautre l'efflux de la cellule [221]. Dans notre cas, une trop forte concentration dans le
compartiment cellulaire pourrait mener a la fuite vers le compartiment extracellulaire. Le
mécanisme d’efflux est encore largement discuté dans la litérature mais des chercheurs
ont montré I'implication de multidrug resistance-associated proteins (Mrp) et de la
protéine CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), permettant de
réguler la concentration en GSH. Leurs fonctions ainsi que leurs mécanismes sont
encore peu décrits [222—-224]. L’association entre une synthése de GSH a partir de NAC
et un efflux vers le milieu extracellulaire pourrait donc expliquer la quantité de GSH/GSNO

supérieure a 100 % retrouvée.

Enfin, le bilan de matiere de GSNO est complet contrairement a celui de NACNO,
pour lequel il manque environ 80 % de ce qui a été déposé. Cette quantité manquante
peut se trouver au niveau cellulaire ou avoir été consommeée pour former du GSH, comme

expliqué précédemment.

D’autre part, en s’intéressant a la quantité de RSNO par rapport a leur équivalent
dénitrosé, les résultats vont dans le sens d’une dénitrosation quasi-totale que ce soit pour
NACNO et GSNO (91,8 %). Parmi cette faible quantité sous forme de RSNO, la majorité
est retrouvée dans le milieu apical puisque le nombre de moles dans le milieu
basolatérale apparait non significatif (0,3 £ 0,3 nmol). Ce constat montre une non-

permeéation de la barriére cellulaire par les RSNO.
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Enfin, la quantité en ions nitrites (premier degré d’oxydation stable de NO) a été
déterminée comme étant de 10,5 £ 2,3 nmol dans le milieu apical et 4,9 + 1,0 nmol dans
le basolatéral. Cette quantité est largement inférieure au nombre de moles de RSH
retrouvé (74,9 nmol dans les deux compartiments). Ceci ne traduit pas la rupture
homolytique de RSNO en RSH et NO puisque les quantités de RSH et ions nitrites ne
sont pas équivalentes. L’explication de ce bilan de matiére incomplet peut venir d’'un biais

concernant la quantification du NO comme cela a déja été discuté précédemment.
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FIGURE 51: BILAN DE MATIERE ET REPARTITION DE RSNO ET RSH APRES DEPOT DE NACNO (50 NMOL) ET GSNO (50
NMOL) DANS LE COMPARTIMENT APICAL APRES 4H D’INCUBATION A 37 °C.

3.3.2. ETUDE DE LA COMPOSITION DU COMPARTIMENT INTRACELLULAIRE

La quantification des espéces thiolées dans le milieu intracellulaire a été réalisée
aprés lyse des cellules a l'aide d’acide perchlorique 3,3 % (V/V), centrifugation pour
séparer les protéines et dilution dans un tampon PBS. Le milieu est ensuite directement
filtré a travers le dispositif nanostructuré et I'étude des relarguages au DTT permettent
de déterminer la quantité de chaque thiol relargué. Les résultats ont permis de mettre en

180



Chapitre 4

évidence la quantité de NAC et/ou GSH présente dans les cellules CaCo-2 (Tableau 11).
Il apparait dans un premier temps que les quantités retrouvées ne permettent pas de
compléter le bilan de matiere des thiols retrouvés par rapport a ce qui avait été deposé
initialement. En effet, les bilans de matiére, au regard des 3 compartiments, sont
incomplets pour NACNO (seule ou en mélange) mais également pour GSNO déposé
seul. Ces résultats sont en contradiction avec I'hypothése selon laquelle les thiols
manquants seraient dans les cellules. Cependant 'hypothése d’'une utilisation de NAC
et/ou NACNO pour former de la cystéine reste valable (voir Figure 3 Chapitre 1),
notamment pour lutter contre le stress oxydant engendré par I'incubation des cellules

avec le milieu HBSS pendant 4 h.

TABLEAU 11: QUANTIFICATION DES THIOLS INTRACELLULAIRES A TRAVERS LE DISPOSITIF NANOSTUCTURE (N = 3).

Thiol et quantité Thiols dans Thiols dans Total
deé oséeqdans le Thiols dans milieu milieu apical milieu différents
poO: ; intracellulaire (nmol) (nmol) basolatéral milieux (nmol)
milieu apical
(nmol)
NACNO 50 nmol 1,93 £ 0,51 00 4,79 +2,32 6,72 +2,38
GSNO 50 nmol 0,80 £0,60 2456 £ 2,35 31,62 £8,75 56,98 £ 9,01
NACNO 50 nmol 2,22+0,43 13,30 £ 4,40 39+22 19,42 + 4,94
+
GSNO 50 nmol 1,31 £0,46 80,70 £20,10 52,0 £13,20 134,01 £24,05

De plus, la quantification en HPLC du GSH apres ajout de NACNO dans le milieu
apical a permis de mettre en évidence la quantité de GSH intracellulaire des cellules
CaCo-2. Le GSH n’ayant pas été apporté de maniére exogéne dans le milieu, la quantité
trouvée correspond a la concentration endogéne. Cette concentration a été trouvée
comme étant de 1,5 £ 0,3 uM de GSH, contre des valeurs entre 0,5 et 10,0 uM dans la
littérature [225-227]. Ceci démontre la capacité du filtre nanostructuré a quantifier le
glutathion intracellulaire a son niveau physiologique par une simple filtration a travers le
filtre et sans utiliser de produit CMR ou de pré-traitement long et pouvant jouer sur la

stabilité des thiols.
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4. CONCLUSION

Les expériences en Transwell® avec barriere cellulaire ont permis, grace aux
filtres nanostructurés de mettre en évidence différents comportements suite aux dépbts
de NACNO et GSNO seuls (50 nmol) ou en mélange (50 nmol de chaque). La mise en
évidence des différents acteurs impliqués dans le passage de barriére cellulaire semble
montrer un comportement thiol dépendant. |l apparait dans un premier temps que la
majorité des RSNO déposés sont dénitrosés. Parmi ces RSH libérés, NAC est 6 fois
moins concentrée dans le compartiment apical et basolatéral comparé a GSH. Ce constat
peut s’expliquer par une biodisponibilité par voie orale faible de NAC (6 a 10 %), une forte
liaison aux protéines (66 a 97 %) et une capacité a former de la Cys pour entrer dans la
voie de synthese du GSH [228]. Tout ceci pourrait expliquer le faible taux de
NAC/NACNO retrouvé dans le compartiment basolatéral et apical mais également le taux
élevé de GSH/GSNO dans le cas d'un mélange NACNO/GSNO déposé. Il semble que la
présence de NAC conditionne la synthése ou I'efflux extracellulaire de GSH, menant a
un bilan de matiére supérieur a 100 %. Sans NAC, le GSH diffuse majoritairement a
travers la membrane cellulaire mais une partie reste internalisée dans les cellules. Enfin,
que ce soit pour NACNO et GSNO, la diffusion vers le compartiment basolatéral est
significativement nulle peu importe les conditions de dépbts tandis que leurs équivalents

non nitrosés (RSH) diffusent largement.

L’application du dispositif nanostructuré a permis une étude des RSNO et RSH
impliqués dans la pharmacocinétique de NACNO et GSNO a travers un modéle de
barriére intestinale. La membrane permet d’adsorber les thiols présents sous forme RSH
ou RSNO, bloquant ainsi leur fonction SH et les rendant stables pour une quantification
ultérieure. De plus, I'extraction des RSH/RSNO de leur matrice d’origine permet d’éviter
des interférences analytiques avec la méthode HPLC utilisée. Enfin, le dispositif permet
une étude avec une méthode unique et simple applicable aux différents compartiments
(cellulaire, sanguin et intestinal). Tout ceci répond aux différentes problématiques
soulevées concernant 'absence d’'une méthode uniformisée pour le dosage des thiols

dans diverses matrices et qui ne souffrent pas des différents problemes maintes fois cités
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dans ce manuscrit (limites de quantification élevée, spécificiteé, temps de pré

traitement...).

Par ces expériences, il apparait que le dispositif nanostructuré développé et décrit
dans ce manuscrit est applicable a des échantillons réels et notamment a I'application
pour le suivi d’espéces dans différents milieux. Tout ceci s'insére dans le contexte, déja
décrit, de I'étude des donneurs de NO. Grace aux résultats obtenus et les caractéristiques
physicochimiques des deux RSNO (Tableau 12), il apparait que, par voie orale, NACNO
ne permet pas une diffusion importante a travers le milieu basolatéral contrairement a
GSNO. Cependant, au regard de ses propriétés physico chimiques, NACNO présence
une demi-vie importante (500 h) ce qui la rend stable et un log de P (correspondant au
coefficient de partage entre une phase organique et aqueuse) plus proche de zéro
traduisant un caractére hydrophile mais également Iégérement lipophile pour le passage
de membrane. Le GSNO quant a lui a une plus faible demi-vie associée a un coefficient
de partage plus faible, mais il diffuse plus largement a travers la membrane cellulaire.
L’utilisation par voie orale de NACNO et GSNO en mélange semble donc une alternative
intéressante puisque stimulant la production et le passage de GSH dans le milieu
basolatéral.

TABLEAU 12: DEMI-VIE ET LOG P DE NACNO ET GSNO EN CONDITIONS BIOLOGIQUES.

RSNO Log P T1/2 (h) pKa tiol Réf
NACNO -0,46 500,00 9,5 [72]
GSNO 2,12 0,75 —2,00 8,7 (53]

Ces conclusions sont a compléter par I'études d’autres donneurs de NO tels que
CysNO et SNAP ou encore des RSNO de haut poids moléculaire tels que I'albNO. Pour
ce dernier, I'étude ne pourra pas se faire de maniére directe. En effet, des essais
d’adsorption d’albumine sur le filtre (au niveau de la Cys 34) ont été réalisés et montrent
une absence d’adsorption étant dd a la réticulation de la protéine et I'inaccessibilité du
thiol. Pour ce faire, il faut, au préalable, dénaturer la protéine avec du SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) par exemple pour modifier la conformation de I'albumine et permettre

son adsorption [141].
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Discussion & perspectives

Durant ce travail de doctorat, nous avons développé un support nanostructuré a
partir d’AuNP capable d’adsorber des thiols. Ce dispositif est utilisé comme prétraitement
pour extraire les thiols de leur matrice, a travers une stratégie en deux étapes. La
premiere étape consiste a adsorber les thiols aux nanoparticules par interactions de forte
affinité avant de les désorber, dans une seconde étape, par échange de ligand avec du
DTT, pouvant ainsi étre quantifiés. L’objectif du projet est d’appliquer ce dispositif a
différentes matrices contenant des thiols pour montrer son intérét dans le contexte de la
quantification et de I'identification des thiols. Les points principaux développés au cours
de ce doctorat ont été : le développement, I'optimisation et la caractérisation du dispositif
pour évaluer ses performances avec deux thiols modéles, son application avec
différentes matrices biologiques (plasma de rat et modéle cellulaire CaCo-2) mais
également dans un contexte agro-alimentaire avec des boissons alcoolisées. La
prochaine étape a développer concerne I'application du dispositif a des modéles in vivo
(souris, rat) afin de monitorer les différentes espéces consécutives a la supplémentation
en RSH/RSNO par différentes voies (IV, cutanée, orale...). Enfin, certaines perspectives

vont étre développées.

Recyclabilité du dispositif

Dans le Chapitre 1 et notamment l'article 1 il a été souligné le caractére a usage
unique de la plupart des méthodes utilisant des nanomatériaux pour la quantification de
thiol. Cet aspect de réutilisation s’'insére dans une aire dites de chimie verte qui consiste
a concevoir et de développer des produits et des procédés chimiques permettant de
réduire ou d'éliminer I'utilisation et la synthese de substances dangereuses. Ainsi, pour
éviter de produire trop de déchets et d’utiliser trop de produits, nécessaire a la fabrication
des dispositifs, I'aspect de recyclage est intéressant. Il est également possible de mettre

en avant I'aspect économique de la réutilisation des dispositifs.

Ainsi, la question de réutiliser le filtre seringue, aprés désorption des thiols, s’est
posée afin d’apporter une plus-value. Pour cela, la stratégie mise en place consiste a
désorber le DTT présent sur la membrane par le biais de I'ajout d’acide ascorbique, qui

gréace a son pouvoir réducteur est susceptible de réduire la liaison AUNP-DTT. Apres
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ajout d’acide ascorbique et ringage a 'eau ultra pure, une solution de NAC contenant 25

nmol peut étre filtrée afin d’en d’évaluer I'adsorption. Les résultats (Figure 52

) ont montré que la deuxiéme utilisation ne permet d’adsorber que 15 % des 25
nmol et cette valeur tombe a 0 a la troisiéme utilisation. Ceci montre qu’il est impossible
a I'aide de cette technique de recycler les filires, probablement par la présence de DTT
sur la membrane. L’hypothése pour lever ce probléme serait d’'utiliser d’autres réducteurs
tel que de I'acide ascorbique afin de réduire plus de fonctions thiols et rendre disponible
les AuNP.
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FIGURE 52: EVOLUTION DE LA CAPACITE D’ADSORPTION DU FILTRE NANOSTRUCTURE EN FONCTION DU NOMBRE DE
RECYCLAGES.

Atteindre cette recyclabilité permettrait non seulement un dispositif plus éco-

responsable mais également d’économiser du temps de production.

Industrialisation du procédé de nanostructuration

D’un point de vue production des filtres, 5 a 6 h sont nécessaires pour produire
jusqu'a 16 filtres simultanément. Le dispositif, déja détaillé au chapitre 2, utilise un
systéme de mise sous vide permettant de faciliter I'écoulement des différentes solutions.

Cependant, au fur et a mesure des dépbts d’AuNP, une résistance a I'écoulement
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apparait, obligeant & pousser manuellement les seringues pour accélérer la filtration. A
cela, s’ajoute le changement de solution (tampon, eau et AuNP) qui nécessite d’'étre

toujours présent.

Pour automatiser ce procédé de nanostructuration et aller vers une
industrialisation, il sera possible d’utiliser un pousse-seringues, des robots ... Ce
dispositif permettrait une filtration automatisée, mais également une accélération de la
fabrication puisque la force exercée par le pousse-seringues est supérieur a celle de

'Homme.

Désorption thermique

Parmi les points a développer, la méthode de désorption des thiols est une étape
qui peut étre bloquante. En effet, la méthode décrite et utilisée dans ce manuscrit repose
sur I'’échange de ligand avec un composé thiolé de meilleure affinité (DTT). Or, dans
certains cas, il est possible que le DTT ne permette pas une désorption suffisante. En
effet, il a été montré que laffinité et 'encombrement stérique des thiols influencent

I'efficacité de relargage par le DTT.

Cette désorption peut se faire de deux maniéres différentes : chimique ou
thermique. La premiére technique utilise un composé chimique qui va venir soit réduire
la liaison thiol-AuNP ou par échange de ligand, comme c’est le cas dans ce projet. La
seconde option repose sur I'apport d’énergie, par la chaleur, pour casser la liaison et
libérer les thiols. Cette technique permettrait un relargage sans utilisation d'autres
molécules, favorisant la recyclabilité des filtres si le taux de désorption est suffisant. Les
deux points limitant a l'utilisation de cette technique sont la stabilité des thiols et I'intégrité
de la membrane vis-a-vis de latempérature. Concernant les thiols, cette technique serait
plus facilement applicable aux thiols présentés dans le chapitre 3, car leur caractere
volatil permettrait une désorption thermique couplée a une analyse en GC ou GC-MS.
L'intégrité de la membrane a haute température a été testée et a montré une capacité a
résister a 300 °C. Des essais sur thiols volatils avec un thermodésorbeur sont en cours
avec la start-up TWISTAROMA.
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Application a la détection covid

Dans la tendance actuelle de développer des méthodes spécifiques, rapide et
utilisant peu de réactifs et de méthodes couteuses, des chercheurs ont mis au point une
sonde spécifique du virus SARS-Cov-2. Ces techniques sont basées sur le mécanisme
de reconnaissance de la principale protéase du SARS-Cov-2. Ce substrat, qui est une
protéine marqueur du virus, est immobilisé sur un support afin de lier la protéase du virus.
La reconnaissance se fait par une fonction thiol de la protéase, ce qui va générer la
libération d’un électron. Celui-ci va, au contact d’'une autre protéase, engendrer la
formation d’'un groupement sulfhydrile qui permettra la liaison avec la précédente
protéase par pont disulfure. Ces réactions en chaine permettent une amplification du
signal et ainsi, une détection électrochimique. Ce mécanisme de liaison peut également
étre associé a une détection en fluorimétrie en utilisant un fluorophore dont Ila

fluorescence serait quenche apres liaison de la protéase [229,230].

Dans le contexte des AuNP et de leur avidité pour le groupement thiol, un dispositif
de détection du SARS-Cov-2 est parfaitement envisageable. |l est possible d’imaginer
immobilisation d’AuNP sur des supports type support transparent de type lame de verre
ou plaques 96-puits. Aprés incubation avec I'échantillon biologique contenant le virus, la
liaison AuNP-S-protéase pourrait étre observée par modification de la bande plasmon
des AuNP en spectrophotométrie UV-Vis. La spécificité de la sonde vis-a-vis d’autres
molécules thiolées, pouvant étre présentes dans I’échantillon, devra étre étudié et
notamment avec I'albumine, le GSH et la Cys. De plus, la sensibilité devra atteindre 182
pM, comme I'indique la littérature, ce qui correspond a la concentration en protéase dans

un échantillon biologique d’une personne infecté par le virus.

L'utilisation d'un tel dispositif permettrait d’éviter [I'utilisation de tests
immunologiques, utilisant des réactifs couteux. A la maniére d’un capteur SERS,
l'utilisation d’AuNP permet d’envisager des LOQ au moins égales ou plus basses que
celles des systemes déja existants (Roche Elecsys® Anti-SARS-Cov-2 : LOD 23,6 pM),

tout en minimisant le nombre d’étape et I'utilisation de réactifs.
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Conclusion

Nous avons développé un dispositif nanostructuré a base de nanoparticules d’or
afin de créer une surface réactive aux molécules thiolées. Ces thiols, une fois adsorbés,
voient leurs stabilités augmentées et peuvent étre désorbés a l'aide d’'une méthode
analytique. Ce dispositif d’extraction permet de s’affranchir des matrices, parfois
complexes, de ces thiols mais aussi permettire une concentration, permettant d’atteindre
de faibles limites de détection. Le challenge de ce projet consiste a mettre en adéquation
les thiols et les matrices concernées avec une méthode analytique appropriée. C’est
pourquoi deux types de méthodes séparatives ont été utilisées dans ce travail :
chromatographie liquide et gazeuse, afin de s’adapter aux mieux aux matrices
biologiques et agroalimentaire respectivement. Le matériau utilisé peut également étre
optimisé afin de répondre au mieux aux différentes applications. Il est possible ainsi
d’imaginer une augmentation de la taille de la membrane, plusieurs membranes en série
ou encore des dispositifs de SPE. La suite de ce travail consiste a utiliser le dispositif
développé a une application in vivo pour I'étude de la distribution de différentes espéces
RSH et RSNO.

Pour conclure ce projet de thése, les membranes nanostructurées s’insérent dans
une aire de développement de nouveaux dispositifs spécifiques, utilisant peu de solvants

et rapides pour la quantification de différentes molécules.
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Résumé

FRANCAIS

Les thiols jouent un role majeur dans le domaine biomédical et agroalimentaire. Ils sont impliqués par exemple dans I'homéostasie redox
ou dans de nombreuses activités biologiques ainsi que comme donneurs et transporteurs d'oxyde nitrique (formation de S-nitrosothiols).
En effet, les S-nitrosothiols (RSNO) augmentent la demi-vie du NO et son transport vers son site d'action. La compréhension de la
pharmacodynamique et des roles des RSH/RSNO reste pour linstant un véritable défi. En effet, la forte réactivité (oxydation et
réduction) des RSH, associée a une faible stabilité, conduit a de nombreuses réactions possibles. Cependant, leur détection et leur
quantification restent un défi. Le décodage du rdle des RSH/RSNO nécessite le développement d'une méthodologie de quantification en
adéquation avec les propriétés des thiols.

Pour pallier

ces lacunes, des méthodes associées aux nanomatériaux ont été développées en lien avec leurs propriétés optiques et leur forte réactivité
vis-a-vis des thiols. Malgré une augmentation de la sensibilité (jusqu'au femtomolaire) et de la sélectivité des thiols, 1'utilisation de
nanomatériaux a conduit a des problemes de stabilité. Ainsi, des matériaux nanostructurés devraient étre développés pour éviter les
inconvénients des nanomatériaux colloidaux et devraient apporter de nouvelles propriétés aux matériaux traditionnels.

Dans ce but, des membranes cellulosiques ont été nanostructurées avec des nanoparticules d'or immobilisées (AuNP) pour capturer
sélectivement les thiols. Le dispositif a été couplé a une méthode HPLC-UV déja validée, développée pour l'identification et la
quantification des thiols, conformément aux instances réglementaires (ICH Q2R1) 1. Ces dispositifs ont d'abord été optimisés et
caractérisés en termes de nanostructuration (nombre de AuNP intégrés) et d'adsorption/désorption des thiols avec une stratégie en deux
étapes basées sur l'affinité quasi-covalente entre l'or et le thiol (40-50 kcal/mol).

Apres une étude de preuve de concept sur deux thiols modeles (N-acétylcystéine (NAC) et glutathion réduit (GSH)) et leurs homologues
S-nitrosés, le dispositif a été appliqué pour suivre la perméabilité du RSNO a travers un modele de barriere intestinale in vitro (cellules
Caco-2 dans un systeme Transwell®). Ceci a conduit a une identification et une quantification globale des especes impliquées dans les
mécanismes de franchissement de la barriere. Le dispositif a également été utilisé pour les thiols volatils dans différentes boissons en
utilisant la quantification et I'identification par GC-MS.

Pour la premiere fois a notre connaissance, un dispositif nanostructuré a été proposé pour la capture, 1'identification et la quantification
des thiols. Ce dispositif, facile 2 manipuler, a permis de surmonter les effets de matrice et d'éviter les étapes de prétraitement. De plus,
le grand facteur de concentration induit par ce dispositif a permis d'atteindre des LOD compatibles avec des quantifications de traces.

ANGLAIS

Thiols have a pivotal role in the biomedical and agri-food field. They are involved for example in redox homeostasis or many biologicals
activities and as nitric oxide donors and carriers (formation of S-nitrosothiols). In fact, S-nitrosothiols (RSNO) increase NO half-life and
transport to its action site. The understanding of RSH/RSNO pharmacodynamics and roles remains a real challenge for now. Indeed,
strong reactivity (oxidation and reduction) of RSH, associated to a poor stability, lead to many possible reactions. However, their
detection and quantification remain challenging. The decoding of RSH/RSNO role needs the development of a methodology of
quantification in adequation with thiol properties.

To overcome these shortcomings, nanomaterials associated methods were developed in connection with their optical properties and high
reactivity towards thiols. Despite an increase of sensitivity (down to femtomolar) and thiol selectivity, the use of nanomaterial lead to
stability issues. Thus, nanostructurated materials should be developed to avoid drawbacks of colloidal nanomaterials and should provide
new properties to traditional materials.

For this purpose, cellulosic membranes were nanostructurated with immobilized gold nanoparticles (AuNP) to selectively capture thiols.
The device was coupled with an already validated HPLC-UV method developed for thiol identification and quantification, according to
regulatory instances (ICH Q2R1) 1. These devices were first optimized and characterized in term of nanostructuration (number of
embedded AuNP) and thiol adsorption/desorption with a two-step strategy based on near-covalent affinity between gold and thiol
(40-50 kcal/mol).

After a proof of concept study on two model thiols (N-acetylcysteine (NAC) and reduced glutathione (GSH)) and their S-nitrosated
counterparts, the device was applied to follow RSNO permeability through an in vitro intestinal barrier model (Caco-2 cells in a
Transwell® system). This led to a global identification and quantification of species involved in crossing barrier mechanisms. The
device was also used for volatile thiols in different beverages using GC-MS quantification and identification.

For the first time to our knowledge, a nanostructurated device was proposed for thiol capture, identification and quantification. This
device was easy to handle overcame matrix effects and avoided pre-treatment steps. Moreover, the large concentration factor induced
by this device allowed reaching LOD compatible with trace quantifications.
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