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Résumeé :

La microscopie de fluorescence a deux photons stagplications en biologie
requierent le développement de nouvelles stratédgemarquage a base de chromophores
efficaces, spécialement synthétisés. Ces molésalessouvent trés hydrophobes et ne sont
pas utilisables directement pour les applicationsb@logie. Nous avons développé un
procédé permettant de solubiliser ces moléculess ddes micelles de copolymere
biocompatible, le Pluronic. La solubilisation d'dérivé de distryl benzéne tres absorbant a
deux photons dans les micelles permet d'imagecafément la vascularisation cérébrale
apres injection intraveineuse. Les marqueurs oltdeicette facon ont aussi permis d’'imager
la vascularisation tumorale, perméable, sans &ne gar la diffusion du colorant dans les
tissus environnants. Dans un second temps, ledlesick Pluronic ont servi a transporter un
photosensibilisateur a forte section efficace ddapson a deux photons dans des cellules.
Elles ont permis I'accumulation du photosensibiésa dans le cytoplasme de differents types

de cellules et des essais de photothérapie a unrpbat été réalisés.
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Chromophores ultra sensibles; Photothérapie dynamiq
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Fluorescent Pluronic micelles for in vivo two-phota imaging of the

vasculature and active molecule delivery

Abstract :

Classic fluorescent dyes are not necessary effigretwo-photon absorption. Their
low two-photon absorption efficiency often requiregh laser power and important dye
concentrations. Therefore, new dyes and other adtration strategies need to be developed
specifically for intravital two-photon microscopiy collaboration with chemists, specialized
in the synthesis of molecules with a high two-pinoédssorption cross-section, different dyes
have been synthesized. Most of these dyes are plydbic and not directly suitable for
biological applications. The work presented in thigesis consisted of encapsulating
hydrophobic molecules in biocompatible Pluronic didlocopolymers. In water, Pluronic
unimers with hydrophobic and hydrophilic blocksfsesembled in hydrophilic micelles
forming a hydrophobic core around the moleculess $trategy has been used already for the
transport and delivery of different hydrophobic ewmlles in living organism. In the present
study, this strategy has been transposed to trangfia sensitive two-photon dyes in the
blood plasma for deep vascular imaging in vivo.

Keywords :

Two photon microscopy in vivo; Microemulsion; Plaro micelles; Vascularization;
Ultrasensitive chromophores; Photodynamic therapy
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Introduction générale

Les chromophores classiques ne sont pas toujoficaafs en absorption a deux
photons. Leur faible efficacité nécessite 'utitisa de fortes puissances laser et de grandes
concentrations en colorants. Dans ce sens, la stiopie a deux photons in vivo requiert le
développement de nouvelles stratégies de marqudgant des chromophores spécialement
dédiés a la microscopie a deux photons. Dans |ee adal collaborations avec des chimistes
spécialisés dans la synthese de molécules a fxt®s efficace d’absorption a deux photons
(groupe de Chantal Andraud, ENS Lyon, groupe déh Séarder, Georgia Institute of
Technology), différents chromophores ont été syigég. Ces molécules organiques sont
hydrophobes et ne sont pas utilisables directepant les applications en biologie. Le travall
effectué ici a consisté a encapsuler ces molécds des micelles de copolymeéres
biocompatibles, les Pluronic. Les Pluronic sont degériaux pouvant s’auto assembler en
milieu aqueux sous forme de micelles et peuvenmptire de solubiliser des composés
hydrophobes. Cette stratégie, notamment déjaasilmur permettre de transporter différents
composeés hydrophobes dans les organismes vivaéits employée ici pour véhiculer des
chromophores ultrasensibles & deux photons dansaley de maniere a imager la

vascularisation in vivo.

Au cours de cette thése, un procédé de microénnuiiif mis au point au laboratdire
a été transposé pour solubiliser efficacement ddéaules hydrophobes dans des micelles de
Pluronic. L'influence du procédé sur les propriélésluorescence des molécules encapsulées
a été étudiee. La forte brillance a deux photossmarqueurs obtenus en utilisant un dérive
de distryl benzene a forte section efficace d’'gsom a deux photons (1800 GM) a permis
une application in vivo en imagerie de la vascaktion. Le comportement des marqueurs a
été étudié dans different environnements et compau# Dextrans fonctionnalisés
couramment utilisés pour ces applications. Les legae Pluronic permettent d'imager la
vascularisation avec une efficacité comparableqg(jiés des profondeurs de 600 um dans le
cerveau) et un signal stable dans le temps entamedlix fois moins de matiere dans la
circulation sanguine. De maniére plus intéressaaieune fuite de chromophores n’'a été
observée en environnement tumoral a la vasculemsatus perméable sur environ 1 heure.
Pour comparaison, des Dextrans fonctionnalisé0deDa s’accumulent dans les tissus de la

tumeur en quelques minutes. Le caractere non dfefusiu chromophore observé dans les



vaisseaux sanguins de la tumeur peut permettreédiser un suivi longitudinal de la
vascularisation tumorale sans étre géné par l& mgertcontraste due a la diffusion dans les

tissus.

Les micelles de Pluronic ont également été empkypeur transporter des
photosensibilisateurs hydrophobes trés absorbad&g photons (600 GM) a l'intérieur de
cellules dans le but de réaliser des essais detbidoapie dynamique in vitro. L'aptitude des
micelles de Pluronic a transporter le composé riéfieur des cellules a été étudié. Les
micelles de Pluronic permettent au composé hydroplie s’accumuler dans le cytoplasme
de différentes cellules en quelques heures. La melitlaire de gliomes peut alors étre
déclenchée en irradiant le photosensibilisatetint&tieur des cellules.

Enfin, dans le but d’améliorer laffinité des mies de Pluronic pour certaines
cellules pathologiques, il est important de poutwmirctionnaliser les micelles par un agent de
ciblage. Une derniére partie de la these a congistédifier les terminaisons des Pluronic en
fonction aldéhydes de facon a pouvoir lier un ageet ciblage aux micelles par
l'intermédiaire d’une fonction amine. Le taux dengersions des terminaisons de Pluronic en
aldéhydes a été quantifié et la réaction de foncéimine sur les aldéhydes terminaux des

Pluronic a été étudiée.
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Chapitre |. Les marqgueurs fluorescents

Les premieres observations de molécules fluoressemtt été publiées a la fin du
16éme siecle par Monardes (Emission de lumiére e infusion de bois Lignum
Nephriticum). Au cours du 19eme, les chercheurs@@ intéressés de plus en plus a
'émission de lumiere de certains composeés flueneisc (Brewster, 1833, étude de la
chlorophylle). En 1842, Becquerel E. démontra ie dae la lumiére émise correspondait a
des longueurs d’onde plus grandes que la lumi@idente en étudiant I'émission de lumiéere
du sulfure de cadmium sous excitation UV. Ensiuttekes réalisa de nouvelles études et a
introduisit le terme de fluorescence en 1853. Hasdie nombreuses molécules fluorescentes
ont été identifiées ou synthétisées comme la feagi@e (1858 Von Baeyer), la rhodamine ou
l'acridine orange. Apres I'apparition de la micrope de fluorescence au début des années
1920, de nouveaux champs de recherche se sontt®avecc de nombreuses applications en
biologie, comme I'étude des structures et la colmgmsion des métabolismes cellulaires.

Ce chapitre abordera dans un premier temps le piném® physique a I'origine de la
fluorescence. Il abordera ensuite les différentasaatéristiques relatives aux molécules
fluorescentes. Enfin des exemples de marqueurseiaents ayant été développés pour les

applications en biologie seront énumereés.

[.1. Principe de la photoluminescence

La photoluminescence correspond a I'émission de idem ayant lieu apres
'absorption d’un photon par une molécule. Suiteefte absorption, la molécule passe dans
un état excité (de plus haute énergie), caractpasde changement d’orbitale d’'un électron.
Apres ce phénoméne tres rapide, de I'ordre de leetse molécule va retourner dans son état

fondamental (relaxation). Ce retour fait intervasheuux types de processus (figure 1-1) :

» Les processus de désexcitation radiative :
La molécule va passer de son état excité d’énéigie un état d’énergie plus faible.Een
émettant un photon de longueur d'oA= h.c/(En - En_l). On distingue alors les transitions
entre état de méme spin (S S, AS = 0) mises en jeux dans la fluorescence etadesitions

entre états de spin différents, (> S, AS# 0) mises en jeux dans la phosphorescence.
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» Les processus de désexcitation non radiative :

La molécule redescend vers des états d'énergie falilses sans émettre de photons.

L’énergie est alors dissipée sous forme de chateutransférée par la molécule a son

environnement. Pour un changement d’état électuenign distingue les transitions non

radiatives entre états de mémes spins (conversteme) ou de spins différents (croisement

inter-systeme). Il existe également des processudédexcitation non radiative a l'intérieur

d’'un méme état électronique, ce sont les transtidorationnelles.

Processus Temps carctéristiqgue
Absorption ~16s
Fluorescence ~1%a 10's
Phosphorescence *B01s
Conversion interne ~1ta 10%s
Croisement inter-systéme %@ 10°%

Transitions vibrationnelles ~10°a 10"
Table I-1. Temps caractéristiques des différents
processus mis en jeux dans la photoluminescence

tv A
A P

4 2 _
A g %
£ A L 'so/&‘ %
1 IS °
‘TE S1 1 %N, - §
-~ - o I ~U
|5 =3 . TS
8|S |——— u Sl . R
T 1D _—  J | -‘2. g
I.IJE uf \ 1 tv ol ©
<< A L [ | S 1 3
: S v 1 2
\ S ) v PR | v

S0 Absorption Phosphorescence

Figure I-1. Diagramme de Jablonski représentant les différprisessus de désexcitation
d’'une molécule apres absorption d’'un photon. Léshiés en trait plein représentent les
différentes transitions impliquant I'absorption B&émission d’'un photon. Les fleches grises
représentent les différentes voies de désexcitatmmradiatives : les conversions internes
(ci), les croisements inter-systeme (cis) et lemditions vibrationnelles (tv). A noter que
I'échelle des énergies entre les niveaux n’estrpagectée. A gauche un ordre de grandeur
des difféerences d’énergie entre les différentsanixe
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Dans le cas des molécules fluorescentes ou phasdentes, les processus de
désexcitation radiative seront plus probables gagtocessus de désexcitation non radiative.
La table I-1 montre les temps caractéristiquedifela ces différents processus. On peut voir
gue lI'absorption est un phénomeéne quasi instardgarrégard des processus de désexcitation.
Les temps mis en jeu dans la phosphorescence eplus longs, souvent de l'ordre de la
milliseconde. La fluorescence, bien plus rapide dedre de la nanoseconde), est plus
utilisée en imagerie. Dans la suite de ce chapiines’intéressera uniquement aux propriétés
de fluorescence des molécules.

Remarque :

Toutes les molécules ne sont pas fluorescentes. étoettre de la fluorescence, les
molécules doivent posséder un systéme d’électrons lds mouvements de rotation interne
ne sont pas possibles. Les molécules fluorescentdlkiorophores sont donc des molécules
polyatomiques composées de noyaux aromatiques guogguet/ou de plusieurs liaisons
(double ou triple liaisons entre atome de carboriesy représentations des niveaux d’énergie

pour ces molécules polyatomiques sont bien plugpt®xas que celle de la figure 1.
I.2. Propriétés des molécules fluorescentes

|.2.1. La durée de vie de fluorescence

Une premiere caractéristique importante pour unkcoée fluorescente est la durée de vie de
fluorescence. Elle correspond a la durée de vieemoy de I'état excité. C'est le temps
moyen qui sépare I'absorption d’un photon par umééoule de la fluorescence. Cette durée
est généralement de l'ordre de la nanoseconde. dunée de vie courte augmentera la
sensibilité de la molécule en lui permettant deueter plus vite dans son état fondamental et
donc d’effectuer un plus grand nombre de cyclefudeescence.

Prenons le cas le plus simple pour des moléculleseiscentes (figure I-2). Lorsqu’on
éclaire ces molécules avec des photons d'énergifissie A, ,>hc/(Ey —Eg,)),
certaines vont passer dans leur état excité aveprababilité de transitiong; (en §%). Aprés
un réarrangement vibrationnel, les molécules easit&ont retourner dans leur état
fondamental soit de maniére radiative, avec unéahitité w.q (en $'), ou soit de maniére

non radiative, avec une probabilitgaq (en ).

13
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Figure 1-2. Diagramme de Jablonski pour une molécule fluorgscsimple.wo; (en &) la
probabilité par unité de temps pour la moléculdsitaber un photon d’énergie>EEs;-Es;.
wrad (en 8) la probabilité par unité de temps pour une md&excité de se désexciter de
maniére radiativeonq (€n §Y) la probabilité par unité de temps pour une mdkeucité de
se désexciter de maniere non radiative.

On introduit la durée de vie de fluoresceneea l'aide des probabilités de désexcitation
radiative et non radiative :

En éclairant des molécules fluorescentes avecash ftle lumiere a t = 0, on va se
retrouver avec Nc molécules a I'état excité. A partir des probaédide désexcitation des
molécules, on peut mettre en équation la varial®oette population au cours du temps :

%: _(wnrad

La population a I'état excité au cours du tempglest de la forme :

Nexc(t) =N (t — O) e_((wnrad"'wrad)t) =N (t — O) e—t/f

+ a)rad )Nexc

exc exc

On définit ainsi la durée de vie de fluoresce7 = J/(a)rad + a)mad) qui correspond a la durée

de vie moyenne de I'état excité.

En pratigue on mesure ces durées de vie grace dislessitifs de comptage de photons
résolus temporellement. On excite les moléculesrdiscentes a l'aide d’'une impulsion
lumineuse trés courte (de I'ordre de™®). Une photodiode collecte alors les photons de
fluorescences émis et enregistre leur temps d&eriapres I'impulsion. On trace ensuite la

courbe correspondant au nombre de photons de $licemee collectés en fonction du temps

14



attendu aprés limpulsion. En réalisant un fit e en peut alors obtenir une mesure

expérimentale la durée de vie de fluorescence.
[.2.2. Le rendement quantique de fluorescence

L’autre caractéristigue importante des ces molécudst leur rendement quantique de
fluorescencen. Il correspond a I'efficacité de ces moléculegstituer sous forme lumineuse
les photons qu’elles ont absorbés.
On peut également I'exprimer a l'aide des probtdslide désexcitation radiative et non
radiative et du modéle précédent :

n est définit comme le rapport entre le nhombre detgis de fluorescence eémisgt le

nombre de photons absorbés)(N

Or, par définition, Ne(t) = a)rad Nexc (t) = a)rad Nexc(t = O) e—t/r

Soit le nombre total de photon émis :

adT Nexc (t = O)

'

Ne = J.O a)rad Nexc(t) =

Comme la population a l'état excité a l'instant tO=correspond au nombre de photons
absorbés, on en déduit le rendement quantiquieidiee$cence :

N 179

— — d
n= e — ra
N w4t

a rad nrad

En pratique, les mesures absolues de rendementiguee fluorescence sont difficiles a
réaliser. On les détermine généralement de mangdative par rapport a des standards de
rendements déja connus et souvent proches de ddBoximolécules différentes absorbant la
méme quantité d’énergie lumineuse, le rapport dessités lumineuses émises sera égal au

rapport des rendements quantiques de fluorescence.
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1.2.3. Le coefficient d’absorption molaire

En théorie, I'efficacité d’absorption d’un photor tbngueur d'ondi/ , ,>hc/(Eg - E,)
par une molécule est reliée & la probabilité desitmn wo; (en $'). Cette probabilité dépend
de la densité de photon incident de fréequenge: (p(v 0-1)) et du coefficient d’Einstein
Boo1 Wo_1= PWVo.1)Bo_s

Bo_.1 provient du calcul en mécanique quantique du momertransition entre les états O et

2 |2
1: B oﬂlzwlizgthq/dl»

Ce moment de transition permet également de digtinigs transitions permises (entre états
de méme spin) des transitions interdites (entts é@aspin différents).

En pratique, on relie cette probabilité de traositau coefficient d’extinction molaire
e o) introduit par la loi de Beer-Lambert. Lorsqu’'unyoanement monochromatique a la
longueur d'ondei d'intensité 1, traverse un échantillon, on définit son absorbance
comme étant :
A ,=log-+
IA

Or, I, décroit de maniére exponentielle avec la longdéohantillon traversée :
— 10 okl
Avec k,_le coefficient d’absorption & la longueur d’oridéen m). En posant :

1 &
log(e) c

A

On obtient : A,=¢,.lc

Avec g, le coefficient d’absorption molaire & la longuealionde . (en L.mol*.cm®). Ce
coefficient est une mesure directe de la probahdiabsorber un photon de longueur d’oide

pour une molécule.
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[.2.4. Spectres d’absorption et d’émission

Pour caractériser une molécule fluorescente, e gdusa durée de vie et de son rendement,
on représente souvent son spectre d’absorptioriéatission de fluorescence. Le spectre
d’absorption correspond a la représentation grajghay coefficient d’absorption molaire en
fonction de la longueur d’onde. Le spectre d’énoissile fluorescence correspond lui a la
répartition spectrale de la lumiere de fluoresceécese lorsqu’on excite la molécule. lls
refletent la distribution de probabilités des tiioss énergétiques et représentent la signature
de la structure électronique de la molécule dansmrironnement donné. Généralement,
guand la structure moléculaire de I'état excitépgethe de celle du fondamental, le spectre
d’émission est une image inversée du spectre d’ptisp.

Déplacement
de Stokes
<>

|

1.0 4
0,8

0,6 o

Absorption Fluorescence

0,4
Recouvrement

0,2 4

v

| I | 1 |
300 400 500 600 700
Aennm

Absorption molaire (u.a) /
Intensité de fluorescence (u.a)

Figure I-3. Spectres d’absorption et d’émisson de fluorescepmar la
Rhodamine 6G dans l'eau.

Apres avoir absorbé un photon, la molécule subé telaxation vibrationnelle en
perdant un peu d’énergie sous forme vibration oahdgeur. Le photon de fluorescence émis
est donc d’énergie inférieure au photon absorbéteGeerte d’énergie se traduit par un
décalage entre les maxima d’excitation et d’émissite décalage est appelé déplacement de

Stokes. La figure I-3 montre un exemple de spegb@s une molécule fluorescente, la
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Rhodamine 6G. Pour les applications en microscadpiest nécessaire d’avoir des
déplacements de Stokes assez importants (>20 nor) g&s raisons pratiques qui seront
expliquées dans le chapitre Il. Ces spectres ¢oastides données importantes pour anticiper
les longueurs d’ondes auxquelles on pourra exdiéerchromophore et détecter sa
fluorescence. On peut également constater surglaefil-3 qu'un faible déplacement de
Stokes engendre un important recouvrement entreplestres d’absorption et d’émission. Ce
phénomene de recouvrement pourra induire des phémesnde réabsorption de la lumiéere

emise entre des molécules fluorescentes prochdarmides solutions trés concentrées.

|.3. Parametres influencant ces propriétés

En conditions expérimentales, les molécules flumetes sont dans un environnement
complexe. Cet environnement local va grandementuanf sur leurs propriétés de
fluorescence. Il peut favoriser les désexcitatiomm radiatives et donc diminuer la
fluorescence. Il va également modifier les nivediénergie de la molécule et ses spectres.
Les proprietés de fluorescence d'une molécule sdomc toujours relatives a un

environnement précis (solvant, pH, nature et comatan des autres espéces en solution...).

[.3.1. Effet du solvant, du pH et des ions en soions

La maniére avec laquelle la molécule est solvatémadifier les spectres et les propriétés de
fluorescence de la molécule. La polarité du solwantinfluer sur la stabilité des formes
moléculaires a I'état fondamental et a I'état excit va ainsi modifier les niveaux d’énergie
de la molécule et les probabilités de transition.

Les molécules contenant des fonctions acides dquessseront-elles sensibles au pH.
Elles seront présentes sous différentes formemetiém du pH. En fonction de la protonation
ou de la deprotonation de la molécule, les nivedi@rergie et les propriétés de fluorescence
seront souvent modifiés.

Enfin, certaines molécules fluorescentes serordilsies aux ions présents en solution.
En complexant, leurs structures moléculaires etslquopriétés de fluorescence seront

changées.

18



[.3.2. Le quenching dynamique

En solution, les molécules fluorescentes ne sostig@Eées. Une fois dans leur état excité,

elles peuvent entrer en collision avec d’autreséeues. Dans le cas des collisions, I'énergie
électronique sera convertie en énergie cinétiqes &nergie de vibrations, c’est le quenching

dynamique. Ainsi, une augmentation de la tempésaturde la concentration des espéces en
solution va faire diminuer la fluorescence en augfianat les probabilités de collisions.

[.3.3. La photodégradation

Une fois dans son état excité, la molécule peuteégant réagir chimiquement avec son
environnement (polymérisations, oxydations, dissomns, isomeérisations, liaisons avec
d’autres molécules) et de perdre ses propriétésioiescence. Le plus souvent, les molécules
réagissent avec l'oxygene (sous forme de radicabred). Ce phénomene, appelé
photoblanchiment (ou photodestruction), est génant microscopie de fluorescence.

Lorsqu’on excite des molécules fluorescentes deiémnacontinue, on en détruit une partie et
ainsi l'intensité de fluorescence décroit. La résise au photoblanchiment (ou photostabilité)
correspond au nombre moyen d’excitations que pebir sune molécule avant d’étre

dégradée. Une bonne photostabilité sera nécesgaire les applications en imagerie de
fluorescence. A noter que ce phénomeéne peut éseanprofit pour mesurer la mobilité

moléculaire par la méthode de redistribution derfdsscence apres photoblanchiment (FRAP)

ou de FLIP (Perte de fluorescence au cours d'utoplamchiment local).

De plus, I'excitation de molécules par un rayonneimest a l'origine d’effets
thermiques. Les différents processus de convemsteme mis en jeux dans leur désexcitation
conduisent & des échauffements. Lors d'une exmitatontinue, 'augmentation locale de la
température peut ainsi conduire a la dégradatismu®écules et de leur environnement.

Au final, I'excitation de molécules fluorescentes pne radiation lumineuse conduit a
une dégradation progressive de ces molécules ketudenvironnement local. Ces processus
de photo-dégradation dépendent des densités diénimgdente, de la durée d’irradiation

mais aussi de la nature des fluorophores utilisés.
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1.3.4. Effet de la concentration et de I'agrégation

En présence de forte concentration de moléculesefizcentes ayant un faible déplacement de
Stokes, l'efficacité apparente du fluorophore vésder. Cette baisse est due aux effets de
recouvrement entre les spectres d’absorption ehid&on. Une partie du rayonnement de
fluorescence émis est réabsorbé par les autrescahedéen solution. De plus les fortes
concentrations vont augmenter les collisions endotieu a des phénomenes de dimérisation
ou d’agrégation. Ces phénoménes vont tres largemedifier les propriétés spéctrales et

I'efficacité des molécules fluorescentes.

[.4. Les marqueurs fluorescents en biologie

Il existe une grande variété de marqueurs utiésabn biologie. On les différencie par
leurs propriétés physicochimiques et leurs affsipéur un environnement donné. Leur taille
va aussi différer (figure 1-4). La plus-part depligations en biologie cellulaire nécessitent de
petites molécules capables de pénétrer les mensbreekulaires. Cependant, d’autres

applications nécessitent des marqueurs de plusataile, pouvant aller jusqu’a 100 nm.

Molécules ,
oraaniaues Macromolécules
ganiq fluorescentes
fluorescentes
A\ IIII 1 IIIII| 1 IIII|1 1 IIII|||
1 pum 10 pm 100 pm
Lk mnm r
Atomes  Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

Figure I-4. Taille des marqueurs fluorescents en comparaiggipancipales structures
biologiques
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[.4.1. Les molécules organiques fluorescentes.

La plus-part des sondes fluorescentes utiliséebi@ngie sont des molécules organiques
dérivées de quelques familles de fluorophores. déseplus couramment utilisées, la famille
des xanthenes, regroupe entre autres les dérivéisiatescéine ou de rhodamine. Comme
lillustre la figure 1I-5, en fonction des groupentgnchimiques greffés autour du coeur
fluorescent de la molécule, on va obtenir des nubdécaux propriétés différentes (propriétés
de fluorescence, longueurs d’'onde d’excitation’émndssion...). Avec certains groupements
chimiques, ces dérivés pourront avoir une affipiér une structure ou fonction biologique et
pourront étre utilisés comme sondes. Généralernardgjoute a la molécule des groupements
permettant de modifier ces propriétés physicochimsg La plus importante est la
lipophilicité de la molécule. Un fluorophore lipdfghaura tendance a s’accumuler dans les
membranes (constituées de lipides). Une sonde amifghpourra pénétrer a I'intérieur de la
cellule avant de se concentrer dans certains cdimeauts cellulaires (ex : Hoechst). Le pKa
est un parametre également important pour la sddde.base faible s’accumulera ensuite
dans un compartiment acide de la cellule (ex: Roongutre) alors qu’'un acide faible
s’accumulera dans un compartiment alcalin (ex :of€sceine cytosolique). Une autre
stratégie consiste a rajouter des dérivés estrifiéur rendre une molécule assez lipophile
pour traverser une membrane (ex : Diacétate daefbaéine). Une fois a lintérieur de la
cellule, des enzymes (les estérases) vont coupéometions ester pour libérer la forme acide
de la molécule (fluorescente). On peut alors etilies sondes, en fonction de leurs affinités,
pour venir marquer de maniere spécifique une stradiiologique.

On peut également exploiter la sensibilité de aetamolécules fluorescentes a leur
environnement physicochimique pour réaliser desecap. On peut par exemple utiliser des
fluorophores dont I'efficacité varie en présencems ou du pH. De cette maniere, des
sondes fluorescentes pour estimer l'activité derdivons, comme Ga Mg®*, Na’, ou des
sondes sensibles au pH ont été développ&anéralement il en existe plusieurs dérivés avec
des affinités pour divers environnement biologiqu2ss sondes pour mesurer les potentiels
membranaires ont également été deéveloppées. Calesmholécules lipophiles polaires qui
vont avoir une affinité pour un certain type de rbeame cellulaire et dont la durée de vie de
fluorescence va varier en fonction du potentiel memairé. Ces sondes permettant de
réaliser des mesures in situ sont tres utiles pétude de nombreux phénomeénes en biologie.
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Famille des xanthenes
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Figure 1-5. Structure moléculaire de différentes sondes denfdlle des Xanthénes

De maniére générale, chaque fonction ou structimledique est caractéristique d’un
environnement physicochimique particulier. Une sownlgvra avoir une affinité pour cette

structure et/ou cette fonction en gardant de boprawiétés de fluorescence.

1.4.2. L'immunofluorescence

Au début des années 40, Albert Coons a mis au poiet technique pour greffer des
molécules fluorescentes a des anticorps. Ces txawatidonné lieu au développement de
immunofluorescence. On peut fabriquer des anfisosusceptibles de reconnaitre une
molécule souhaitée (I'antigene). En les couplamb dluorochrome, on obtient des marqueurs
fluorescents avec une trés bonne affinité pour tibgme. C'est le cas de

'immunofluorescence directe. Pour augmenter letreste du marquage, on utilise deux
anticorps différents. Un premier est dirigé contaatigene recherché. Ensuite on utilise un

deuxieme anticorps, marqué par un fluorochromgyossédant une haute affinité pour le
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premier anticorps. Comme plusieurs anticorps seaiogsl vont pouvoir se fixer a I'anticorps
primaire, on aura une meilleure sensibilité (figlu@). Il existe a I'heure actuelle un large
spectre d’anticorps permettant de marquer la ptuges structures biologiques. On peut

greffer a leurs surfaces une large variété de m@sdluorescentes permettant des marquages

g
2% &

multiples.

Fluorophore %Qé

Anticorps
Antigéne
W/A %A
DIRECTE INDIRECTE

Figure I-6. Principe de 'immunofluorescence directe et iadie

1.4.3. Les protéines fluorescentes

La protéine fluorescente verte (souvent abrégé @eRPanglais Green Fluorescent Protein) a
ete décrite pour la premiere fois en 1962. Issueaedméduse (Aequorea victoria), cette
protéine est naturellement fluorescente. Elle esistituée de 238 acides aminés pour une
masse moléculaire d'environ 27 kDa (27000 ginhole centre actif responsable de la
fluorescence est constitué par les chaines laghlme glycine, une tyrosine et une sérine
(figure 1-7).

Gly67
' (8]
HNJ\ Serss
: OH

Figure 1-7. Structure de la GFP (a gauche) et enchainemewstdd aminé responsable sa
fluorescence (a droite).
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Avec I'explosion des techniques de génie génétigualébut des années 1990, le gene codant
pour la GFP a été séquencé. Ensuite, il a étélpesie faire fusionner ce géne avec un autre
géne codant pour une autre protéiriBe cette facon, on obtient un géne codant poer un
protéine constitué des deux protéines reliées efigs. Ce géne peut ensuite étre réintroduit
dans des cellules ou un embryon, qui vont alorshejiser la protéine de fusion, qui sera
fluorescente. Ainsi, on peut réaliser des modelemsgéniques dont la fluorescence
proviendra de la protéine choisie.

I.4.4. Les nanopatrticules fluorescentes

Plus récemment, on a vu émerger le développemenmtadeparticules fluorescentes. On
reviendra plus en détail sur les difféerents types rthnoparticules et leur multitude
d’applications en biologie dans les Chapitre Ill [8t D’une taille allant de quelques

nanometres a 100 nm, elles possédent généralemertras grande brillance et I'avantage
d’avoir une grande surface fonctionnelle (posgibilde greffer chimiquement d’autres
fonctions). Les plus connues, les Quantum dots destnano cristaux fluorescents dont les
propriétés de fluorescence peuvent étre ajustéebamgeant leur forme ou leur taille (de 2 a

10 nm) ou leur compositidn

Les Quantum dots sont environ 20 fois plus brilagt 100 fois plus stable que les
marqueurs fluorescents traditionrfelis peuvent étre greffés & des anticorps ou atda
ligands pour venir imager de maniere spécifiquéagees protéines ou cellules. Outre leur
tres grande sensibilité en imagerie, leur grandbil§€& permet de réaliser le suivi en temps
réel de la fluorescence sur des longues pério@ependant ils peuvent se révéler toxiques
lorsqu’on les éclaire en lumiére UV. L’énergie dasotons étant proche de I'énergie de
liaison entre les atomes des nanocristaux, il ealte une dissolution des cristaux. Les ions
ainsi libérés sont trés toxiques en milieu biologigEn les excitants a des plus grandes
longueurs d’'onde et avec un traitement de surfatapta, on peut s’affranchir de cette

toxicité®,
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1.4.5. L’auto fluorescence

Certains composants des milieux biologiques sontredement fluorescents. On retrouve par
exemple des acides aminés aromatiques (Tryptoplrdrenylalanine et Tyrosine) présents
dans de nombreuses protéines ou le NADPH présens des mitochondries. Cette

fluorescence naturelle, ou fluorescence endogénemegte I'observation de certains

échantillons sans marquage. Elle peut étre utilgsi@ certaines applications en biologie.
C'est le cas d'une substance fluorescente appgb@éuscine qui est présente dans les
vésicules cytoplasmiques des cellules musculairdescellules nerveuses. La concentration
en lipofuscine va augmenter avec I'age ou aveaicer$ pathologies comme Alzheimer ou

Parkinson.

Pour résumer, on dispose déja d’un large choix aejoeurs fluorescents. Cependant,
le nombre important de problématiques en biolognahde sans cesse la création de
nouvelles stratégies de marquage. Pour développerauqueur, il faudra bien connaitre ses
caractéristiques physico-chimiques et étre vigilanix conditions de I'environnement

biologique final qui pourrait éventuellement lesdiiier.
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Chapitre Il. La microscopie de fluorescence a deughotons

Classiquement la microscopie optique permet de dorame image en détectant la lumiére
réfléchie ou transmise a travers un échantillonmiigroscopie de fluorescence, on va utiliser
la lumiére de fluorescence émise par I'échantilpmur créer un contraste. On peut ainsi
observer les parties naturellement fluorescentes dchantillon ou celles marquées par des
molécules fluorescentes. Depuis sa création autddbi2G™ siécle, la microscopie de
fluorescence s’est beaucoup développée. Dans teEeari 980, le développement des lasers a
apporté de nouveaux progres. Tout d’abord I'apjarilu microscope confocale a balayage
laser a permis d’améliorer la qualité des imagdsrales. Ensuite, au début des années 1990,
Denk, Strickler et Webb ont inventé un nouveau typenicroscopie de fluorescence basé sur
la théorie de I'absorption & deux photbriSette technique permettant de réaliser des images
tridimensionnelles dans des tissus vivants a étdue possible par I'apparition des lasers
impulsionnels émettant dans l'infra rouge. La mscapie de fluorescence a deux photons a
depuis ouvert le champ a de nombreuses étudeslagibi

Dans ce chapitre, on abordera dans un premier stelmpfonctionnement de la
microscopie de fluorescence classique et confo&adsuite, le principe et le fonctionnement
de la microscopie a deux photons seront expligagin, les avantages de cette technique en

imagerie intravitale et des exemples d'utilisati@mont détaillés.
[I.1. La microscopie de fluorescence classique ebrfocale

[1.1.1. La microscopie de fluorescence classique

On peut tirer profit du phénomene de fluorescemnvee an microscope optique (figure Il-1a).
Classiguement on utilise la lumiére réfléchie, sraise ou diffusée de I'échantillon pour
former une image. En microscopie de fluorescenceéatise un marquage spécifique de
certaines structures ou on utilise la fluoresceratarelle de celles-ci. En éclairant aux bonnes
longueurs d’onde I'échantillon a travers I'objeatiin microscope, les structures marquées
ou auto-fluorescentes vont émettre de la lumierffudeescence. Une partie de cette lumiere,
émise dans toutes les directions, sera collectéd'qimectif pour former une image de la
structure. La principale difficulté consiste a s@pacette lumiére de fluorescence, assez

faible, de la lumiére d’excitation réfléchie trastense. Pour cela on utilise des miroirs
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dichroiques (figure 1l-1b) permettant de réfleabir transmettre la lumiere en fonction de sa

longueur d’onde.
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Figure II-1 a. Fonctionnement simplifié du microscope optigueReprésentation simplifiee
d’'un microscope de fluorescence. A droite le prdéltransmission des différents éléments
gui composent le cube de fluorescence. 1 le filtexcitation, 2 le miroir dichroique et 3 le
filtre d’émission.

D’une maniere plus générale, la lumiére d’excitafwovient de lampes a vapeur de mercure
ou de lampe capables de générer d’'importantes itggmrde lumiere dans des gammes
spectrales allant des UV au visible. Cette lum&stcondensée par un dispositif optique (le
dispositif de Koeler) avant de passer dans unefitiermettant de sélectionner la gamme
spectrale pour I'excitation. La lumiére est alg8échie par le miroir dichroique avant d’étre
focalisée sur I'échantillon a travers I'objectifa lfluorescence émise par I'échantillon et la
lumiére d’excitation réfléchie sont ensuite coléms par ce méme objectif. Le miroir
dichroiqgue va alors transmettre la lumiere de leogud’onde supérieure a la lumiere
d’excitation et ne laisser passer ainsi que laréiscence. Cette lumiere est ensuite refiltrée
une derniere fois pour ne garder que la fluorese@navenant de la molécule souhaitée avant
d’étre dirigée vers un oculaire ou une caméra. reindichroique et les filtres permettant de
selectionner les longueurs d’onde d’excitation etddtection sont généralement montés sur
un cube appelé cube de fluorescence. On peut upiadigure II-1b, les caractéristiques de
transmission des divers éléments d'un cube dedhoence (le filtre d’excitation, le miroir
dichroique et le filtre d’émission) par rapport aspectres d'absorption et d’émission du

marqueur a imager. Le marqueur devra avoir undépglacement de stokes pour que l'on
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puisse séparer confortablement les lumieres datkait et d’émission. De plus, avec des
marqueurs adaptés, on va pouvoir imager plusidwustares marquées difféeremment sur le
méme échantillon. En choisissant des marqueurslésigiammes spectrales d’émission et/ou
d’absorption ne se recouvrent pas on pourra legemséparément.

En imagerie de fluorescence, on obtiendra dondrdages a fort contraste ou seules
les structures d’intérét apparaitront. On auraafgaht la possibilité de réaliser plusieurs
marquages sur un méme échantillon. Cependant,teettrique est limitée par les contraintes
liées aux marqueurs. La photo-destruction des mtdédors de I'excitation rend difficile les
études sur les temps longs. D’éventuels produitsetie photo-destruction peuvent méme
s’avérer toxiques et venir parasiter I'expérience.

Comme en microscopie classique, la résolution dandan imagé va dépendre de
I'objectif et de la longueur d’'onde observée. Onpuoeirra pas séparer deux sources dou
provient une lumiere de longueur d’ondesi elles ne sont pas écartées d'une distance
supérieure a d = 0,61/ ON, avec ON I'ouverture numérique du microscopgriquement,
avec un objectif d’ouverture numérique 1 et unggl@mur d’onde a 500 nm, la résolution
théorique sera de 300 nm. Cependant, I'excitatesrdolécules n’a pas lieu que dans le plan
focal de I'objectif et la fluorescence collectéé garasitée par I'excitation d’autres molécules
fluorescentes sur le trajet d’excitation. Les étilans biologiques sont souvent épais
(plusieurs dizaines de um), il en résulte un floulss images et donc une perte de résolution.
Cette contrainte limite l'utilisation de la micragie de fluorescence a quelques échantillons
biologiques (souvent des couches tres fines) eesséie souvent un traitement d’image
important pour obtenir une image correcte. La nscopie confocale a permis de s’affranchir
des photons de fluorescence générés le longs jgt diea la lumiére d’excitation améliorant
ainsi la qualité des images. Avec l'apparition dasers et le développement de la
microscopie a balayage laser on peut maintenafiseéales images dont la fluorescence
provient d’'une section assez fine de I'échantill@ette technique s’est révélée un outil
indispensable en biologie cellulaire et a ouvendé a I'utilisation de la microscopie pour

l'imagerie intravitale.
[1.1.2. La microscopie confocale a balayage laser
Comme le montre la figure 1I-2a, la microscopiefooale permet de s’affranchir de la

lumiere de fluorescence parasite en collectantugmegnt les photons de fluorescence

provenant du plan focal en utilisant un diaphragargugué a ce plan.
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Figure 1I-2 a. Principe de la microscopie confocabe anatomie simplifiée d’'un microscope
confocal a balayage laser.

La figure 1I-2b illustre I'anatomie simplifiée d’'umicroscope confocal a balayage laser. Le
faisceau laser (parallele) va étre réflechi paminoir dichroique. Ensuite, il va étre dirigé par
des miroirs de scan lui permettant d’arriver sobjéctif avec différents angles d’incidence.
Ainsi, le faisceau laser va pouvoir étre focalisé&dférents points du plan focal de I'objectif.
Pour chaque position des miroirs de scan, la fhamece émise repasse par les miroirs de
scan et est transmise a travers le miroir dicheidia lumiére est ensuite focalisée sur un
photo-détecteur. Un diaphragme placé dans le ptarjugué du plan focal de I'objectif
permet alors de ne collecter que la fluorescendsetdu point focal. On va pouvoir de cette
facon réaliser des images du plan focal point mantpLes images ainsi obtenues peuvent
avoir une tres bonne résolution. La résolutionrédééne change pas de celle que 'on peut
obtenir en microscopie classique mais on obtiestiagages tres nettes car provenant d’une
couche trés fine. L'épaisseur de cette trancheégeendre de I'ouverture du diaphragme. En
fermant le diaphragme on améliore la finesse dealeche. Cependant, au-dela d’'une limite
due a la diffraction la fermeture du diaphragmeugtaentera plus la résolution. La résolution
axiale maximale, correspondant a la tranche la fohésque I'on puisse réaliser va dépendre
de l'ouverture numérique de l'objectif (ON), denldice de réfraction du milieu (n) sous
I'objectif et de la longueur d’onde. Elle est doangr la formule Riae= 1,4 nA / ON2. Cette

résolution reste moins bonne que la résolution danplan de l'image mais permet de
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distinguer deux plans espacés de 1um. En faisaiar Va profondeur d’observation dans les
tissus par translation de I'objectif ou de [I'échiéom, on peut obtenir une image

tridimensionnelle. Avec un microscope confocal, dbservations ont pu étre faites jusqu’a
200 pm de profondeur dans le cen8aGependant, au-dela de cette profondeur, I'épaisse
de tissus traversée ne permet plus d’exciter suffisent de fluorescence pour pouvoir la
détecter. Les tissus biologiques étant tres difftssaune partie de la lumiere excitatrice et
émise est perdue en traversant I'échantillon. Leeld@ppement de la microscopie de
fluorescence a deux photons a permis d’améliorprdéondeur d’observation dans les tissus

et ainsi de couvrir un plus grand nombre d’appiacet en imagerie in-vivo.

[1.2. Le Microscope de fluorescence a deux photons

[1.2.1. Principe et description

La microscopie de fluorescence a deux photons giadit du phénoméne non linéaire
d’absorption quasi simultanée de deux photons prgai Goppert-Mayer en 1931 La
molécule va passer dans son état excité en pgssanh état virtuel suite a I'absorption d’'un
premier photon. Ensuite, I'absorption d'un deuxiepm®ton lui permet de passer dans son
état excité. Comme le montre la figure 1I-3, uneléuole fluorescente pouvant étre excitée
normalement a une longueur d’ord@ourra étre excitée a deux photons avec une lemgue
d’'onde)/2.

Absorption a 1 hv Absorption a 2 hv

WA
AR

n, S %81_
",

PR R —
PR R —

So S0

Figure 11-3. Diagramme de Jablonski simplifi€ pour une molédllerescente excitée a un
ou deux photons
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La durée de vie de l'état virtuel est trés coute'ordre de la femtoseconde. Il faut
donc une trés grande densité spatiale et tempatelfghotons incidents pour pouvoir exciter
la molécule avec deux photons successifs. L'obsiervexpérimentale de ce processus a été
faite avec I'apparition dans les années 1960 degdampulsionnels grace auxquels on peut
libérer de grandes quantités d’énergie lumineuse&assi durées tres courtes. En focalisant ces
impulsions lumineuses a travers un objectif onestitalors une compression spatiale de ces
photons. De cette facon, il est possible d’'obsedesr phénoménes d’absorption non-linéaire

au point focal du laser (figure I1-4c).

(a) (b)

Laser Absorption a 1hv

(c)

Absorption a 2hv

Excitation a 850 nm avec un
laser impulsionnel

Excitation a 488 nm avec un
laser Argon

Objectif

I:)Iaser

. Point Focal Fﬁaser

temps temps

Figure 11-4 a. Représentation schématique du cone d’excitatiatugtoint focal d’'un laser

focalisé a travers un objectib. Excitation a un photon d'une solution contenant un
chromophore a l'aide d’un laser continu.La méme solution sous excitation par un laser
impulsionel Ti :Sa.

En comparaison avec une excitation a un photonierostopie confocale (figure 1l-4b), on
n'observe pas de fluorescence le long du cbne daian en excitation a deux photons
(figure lI-4c). Cette propriété permet de réaliderl'imagerie de fluorescence résolue sans
avoir besoin de diaphragme. En 1990, Denk StriclderWebb ont réalisé le premier

microscope a balayage laser utilisant I'absorpéiateux photons. Comme le montre la figure
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[I-5, on retrouve presque les mémes composantslgue un microscope confocal a balayage
laser. Le laser classique est remplacé part un ilegilsionnel. Ces lasers sont généralement
des lasers titanium-sapphire (Ti :Sa) utilisantaser de pompage (souvexd : YVQ). Ces
lasers existent depuis une vingtaine d’années mast été rendus fiables et simples
d’utilisation que récemment. lls délivrent des ingns d’environ 100 fs a une fréquence
d’environ 100 MHz. lls sont accordables en longudiomde permettant de couvrir une
gamme d’excitation allant environ de 700 nm a 1 Aprés une mise en forme, le faisceau
laser est réflechi par des miroirs de scan puiseastravers un miroir dichroique. Il est
ensuite focalisé sur I'échantillon a travers urechf. La fluorescence émise (a des longueurs
d'onde plus petites que la longueur d’onde lasat) ensuite collectée par I'objectif et
réfléchie par le miroir dichroique. La fluorescemtant restreinte uniquement au point focal
toute la fluorescence émise peut ensuite étre tdétest il n’est pas nécessaire d’'utiliser un
diaphragme devant le détecteur. L'objectif utilidéit étre choisi pour avoir de bonnes

propriétés de transmission dans l'infrarouge.

L Expenseur
| EEEEs \N
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Scan X,y | 100% :
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|
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<1 Lentille | 0% ' »y |
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@
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Figure 1I-5. Vue d’ensemble d’'un microscope a deux photowtfiérence
entre les dichroiques utilisés en microscopie aaléoou a deux photons.
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La résolution des images que l'on peut obtenir dédpde la distribution de lintensité
lumineuse autour du point focal (de sa géométE#e est fonction de la longueur d’onde
d’excitation, de l'ouverture numérique de l'objédttilisé et de I'indice de réfraction du
milieu :

Riaterale=A / (2 ON) et Ryjae= 1,3 N / ONZ

On a généralement une résolution latérale d’envA@hnm et une résolution axiale de
1,5 um. Cette résolution se dégrade quand on imageofondeur dans les tissus a cause des
ruptures d’indices qui créent des aberrations sphes. En fonction de l'incidence avec
laguelle ils arrivent sur I'’échantillon, ils ne $gras focalisés dans le méme plan. Au final, la
résolution est un peu moins bonne qu’en microscopigocale. Cependant, la fluorescence
ne provenant que du point focal, tous les photenudrescences émis peuvent étre collectés
augmentant la sensibilit¢ de la détection. De plasrayonnement infrarouge utilisé en
microscopie a deux photons est moins diffusé ebraléspar les tissus que le rayonnement
ultra-violet ou visible de la microscopie confocal& microscopie a deux photons permet
ainsi une meilleure profondeur d’observation. Elpermet d’acquérir des images
tridimensionnelles jusqu'a plusieurs centaines de gans les tissus biologiques et s’est
imposée comme une technique de choix pour les tdéntravitales ou ex vivo sur tranche
de tissus. On reviendra plus en détail sur les npatr@s influencant la profondeur

d’observation dans la section II.3.
[1.2.2. Les marqueurs en microscopie a deux photons

On peut utiliser la plus-part des marqueurs fluoeats en microscopie a deux photons.
Cependant, certains d’entre eux pourtant trés aaffis en microscopie de fluorescence
classique ne sont pas de trés bons marqueurs apleigns.La probabilité d’absorber
simultanément deux photons de longueur d’'okt®en’est pas reliée a celle d’absorber un
photon de longueur d’ond&. Ainsi un marqueur peut avoir une bonne brillarere
microscopie de fluorescence classique et une faffileacité de fluorescence a deux photons.
L’absorption a deux photons est un phénoméne nwailie dépendant du carré du
flux de photons incident. On introduit la sectidficace d’absorption a deux photoss (en
cms) caractéristique de la probabilité d’absorberusiamément deux photons pour une

molécule. Généralement, on exprimg en Goppert-Mayert (GM) avec 1GM=1bcms.
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Elle relie le nombre de photons absorbés par mtdéeu par unité de temps au flux de

photons incident® au carré :

N, pop (t) = 0,,® 2(t)

Contrairement aux mesures de coefficient d’extorctmolaire, les mesures directes de
section efficace d’absorption a deux photons sdfiicitts a réaliser. On la détermine
généralement de maniére indirecte en mesurantularecence sous excitation a deux

photons:
1
I fluo (t): EOJZPGD 2(t)

Avecn le rendement quantique de fluorescence. Le faéteprovient de la nécessité pour la
molécule d’absorber deux photons pour en émettideuifuorescence. Le produjic,p, aussi
appelé section efficace de fluorescence a dewophpest caractéristique de la brillance de la
molécule sous excitation a deux photons. Pour reesup, on compare géenéralement la
fluorescence émise de différents composés sousnimes conditions d’excitation. En
utilisant des standards de sections efficaces dfpien a deux photons connues ont peut
obtenir celle des autres compd$é€n répétant cette mesure pour différentes longueu
d’ondes, on va pouvoir représenter le spectre di@ti®n a deux photons de ces composeés.

L’absorption a deux photons de la plupart des neurp fluorescents utilisés
classiqguement en biologie a été caractérisée. Bigits soient pour la plupart excitable a
deux photons, leurs sections efficaces d’absorioomn assez faibles (figure 11-6). Utiliser des
marqueurs tres absorbants a deux photons perméinrdeuer les puissances laser lors de
limagerie et de limiter ses effets indésirablebdjodestruction, photodommage des tissus).
Dans ce sens, la microscopie a deux photons needssidéveloppement de nouveaux
marqueurs pour les applications en biologie apdetimolécules spécialement congues.

Les molécules fortement absorbantes a deux phgtossedent généralement un fort
transfert de charge intramoléculaire entre un geowgnt donneur (D) et un groupement
accepteur (A) d'électrons, séparés par un systei@ecttonsn délocalisables (systéme
conjugué). Ces chromophores de types-B-sont aussi appelés chromophores « push-pull ».
De nombreux chercheurs travaillent au développeniempuvelles molécules combinant une
forte section efficace d’absorption a deux phot@isun bon rendement quantique de

fluorescenck¥. Récemment, des systémes de typerd-n-D (push-push) efficaces ont été
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développé¥. Ces molécules ont généralement des sectionsaedficd’absorption & deux

photons 100 fois plus importantes que les chromagshclassiques.
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Figure 11-6. Section efficaces de fluorescence a deux photenglifierents marqueurs
classiquement utilisés en biologie. D’aprés httpw.drbio.cornell.edu/cross_sections.html

[1.3. Utilisation en imagerie du petit animal

L’'imagerie du petit animal est un outil tres ugligpour le diagnostic ou le suivi des
traitements en recherche médicale. Elle permet dmpnmcomprendre I'anatomie et la

physiologie des organismes vivants. On distinguralgerie structurelle, qui renseigne sur
'anatomie (volume, position, morphologie...), derlagerie fonctionnelle qui renseigne sur
le fonctionnement de I'organisme (physiologie, rhétsme...). L'inconvénient majeur en

microscopie a deux photons est la profondeur dinlasen (quelques centaines de pum). Elle
dépend majoritairement de I'absorption et de Ifudibn par les tissus du laser d’excitation et
la fluorescence émise. De ce fait, ce type d'imiagern pas encore trouvé d’application chez
’homme. Elle est cependant de plus en plus uélisévivo chez le petit animal. Par rapport
aux autres techniques d’imagerie intravitale, lansp et la profondeur d’observation restent
tres limités. Cependant, la résolution micromégiques images permet d’observer des
phénomenes a I'échelle cellulaire. De plus, la itudé de marqueurs fluorescents offre de
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nombreuses applications en imagerie fonctionn€lés caractéristiques en font une méthode

d’'imagerie intravitale trés complémentaire desesitechniques.

[1.3.1. Les différentes techniques d’imagerie intraitale

e Lesrayons X:

La plus ancienne technique d’imagerie intravitat® k& radiographie par rayons X. La

premiére radiographie & été réalisée a la fin dil"®i€iécle et cette technique s'est depuis
beaucoup développée. Les progreés des techniqustertion des rayons X et I'apparition de

linformatique ont permis depuis l'invention detamographie par rayons X grace a laquelle
on peut obtenir des vues en coupes ou en troisndiores. Cette technique offre un excellent
contraste entre les tissus mous et les os maisaibie fcontraste entre deux tissus mous
différents. On peut tout de méme utiliser des ayel® contrastes comme liode ou des
molécules a base de métaux lourds mais leur pogwotrastant reste faible. Cette technique
permet d'obtenir des images sans limite de profondevec une résolution de quelques
dizaines de um. Cependant la toxicité des rayonnematilisés nécessite de nombreuses

précautions d’emploi.

* Les ultrasons:

L'imagerie a base d'ultrasons ou I'échographie &gparue dans les années 1970. Cette
technique permet I'imagerie structurelle des tissumis en se basant sur les difféerences de
densité. Le contraste peut étre renforcé par desomilles. Ce sont généralement des
nanoparticules & base d’huile dans laquelle on gissbudre du gaZ Cette technique sans
aucun danger pour les organismes vivants peut téde résolue (de l'ordre du pm).
Cependant, sa résolution diminue fortement aveedéondeur d’observation.

* L'imagerie par résonance magnétique :

L’imagerie de résonnance magnétique (IRM) est égate un outil permettant de visualiser
les tissus mous. Développé dans les années 198&nilet d'imager a trois dimensions sans
limite de profondeur dans les organismes vivanés ane résolution de I'ordre du mnCette

technique, sensible aux atomes d’hydrogene descmiek d’eau, est sans danger pour les
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organismes. On peut augmenter le contraste desesnag utilisant des nanoparticules
paramagnétiques ou des chélates de gadolinium. ol ttes important des dispositifs
d’'imagerie de résonnance magnétique restreintdeuméme I'utilisation de cette technique.

* L'imagerie nucléaire :

L'imagerie nucléaire est basée sur I'observatiotad@ésintégration d’atomes radioactifs. En
fonction du type de radioéléments observés, orindist la tomographie a émission de
positrons (TEP) ou la tomographie par émission apbntonique (TEMP). En TEMP, on
utilise des agents de contraste a base de techrm@8ud’indium 111 ou d’iodure 123. Pour le
TEP, les radioéléments généralement utilisés smxydene 15, I'azote 13, le carbone 11 ou
le fluor 18. Les radioéléments utilisés en TEP des durées de demi-vie généralement
courtes (inférieures a 2 heures). Cette technigiauge technique d’'imagerie trés sensible
avec une résolution comprise entre 4 et 7 mm. Gipenles marqueurs sont difficiles et
chers a produire et leurs faibles durées de deennecessitent de les préparer juste avant
utilisation. L'utilisation de source radioactiveaessite également de nombreuses précautions

d’emploi.

+ La fluorescence :

Outre la microscopie de fluorescence a deux photbesiste d’autres méthodes basées sur la
fluorescence pour I'imagerie intravitale. La seul¢isée cliniquement depuis 2003 consiste a
coupler un microscope confocale a un ensemble latesfioptiques. Cette technique qui

permet de réaliser des images par endoscopie &t as/asive. On peut cependant réaliser
des images a I'échelle cellulaire a l'intérieur dissus vivants. Il existe d’autres méthodes
utilisées en imagerie du petit aniffal Par rapport & limagerie de fluorescence par
microscopie a deux photons, ces techniques pembette réaliser des images sur I'animal

entier mais avec une faible résolution spatiale.pkafondeur observable est également

limitée. Leurs avantages principaux sont le fadaét et la rapidité d’acquisition.
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[1.3.2. Profondeur d’observation en microscopie a dux photons

Par rapport a toutes ces techniques, la princifpaliée pour les utilisations in vivo de la
microscopie de fluorescence a deux photons esofamqeur d’observation. Les contraintes
majeures proviennent de Il'absorption et de la difa de la lumiere dans les tissus
biologiques. L'absorption par les tissus proviemgpalement de I'eau, de la mélanine et de
I’'hémoglobine. Comme on peut le voir sur la figlirg, il existe une gamme spectrale située
entre 650 et 1000 nm ouU I'absorption des tissusogigues est minimalé On I'appelle
fenétre de transparence des milieux biologiquepe@dant, le phénomeéne le plus génant
reste la diffusion de la lumiere par les tissusdlffusion par les tissus est un phénomene qui
diminue quand la longueur d’onde augmente. La leagul’onde du laser d’excitation et la
longueur d’onde d’émission de fluorescence des ugang ont donc une grande influence sur
les profondeurs observables. L’instrumentationiaéid va également pouvoir étre modifiée

pour améliorer cette profondeur.
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Figure 11-7. Coefficient d’absorption molaire des principavamposants absorbants des
milieux biologiques".
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[1.3.2.1. Optimisation de I'excitation

On doit tenir compte de plusieurs parameétres pptimiser les profondeurs auxquelles on
peut exciter des molécules fluorescentes. Tout aldthbil faut essayer de minimiser
I'absorption et la diffusion du laser par les tssles lasers femtosecondes utilisés permettent
de couvrir une gamme spectrale allant de 700 a 1060 Plus récemment, ['utilisation
d’'oscillateurs paramagnétiques optiques (OPO) perdyabtenir des longueurs d’onde
supérieures (jusqu'a 1200 nm). Leurs longueurs dBod’émission se situent donc dans la
fenétre de transparence des milieux biologiqud&lesorption par les tissus n'est pas trés
génante. Par contre, la diffusion par les tissudiranuer pour les grandes longueurs d’onde.
Plus la longueur d’'onde du laser sera grande plugaurra imager profondément. Pour
choisir cette longueur d’onde il faut, bien entenigumir compte des propriétés d’absorption a
deux photons des marqueurs utilisés. Comme onul’dans la section 11.2.3., le nombre de
photons absorbés par les marqueurs va égalemergndiép de sa section efficace
d’absorption a deux photons des marqueurs a laukmgd’ondél. Il faudra donc trouver un
compromis pour exciter efficacement le chromophomes longueurs d’onde laser les plus
grandes possibles. L'intensité du laser est gésdemt limitée pour ne pas induire de
photodommages. On peut cependant monter la pusssdiexcitation pour gagner en
profondeur. Pour gagner en intensité au point feaak augmenter la puissance du laser, on
peut diminuer la fréquence des pulses laser (augti@em de la puissance créte) ou jouer sur
le remplissage de la pupille d’entrée de I'objeptf le faisceau laser. En réduisant la taille du

faisceau on va dégrader la résolution mais gagnartensité au point focal.

[1.3.2.2. Optimisation de la détection

La collection des photons de fluorescence émigefopdeur dans les tissus est elle aussi trés
importante. Les longueurs d’onde des photons dedicence sont plus courtes que celle du
laser et sont plus diffusées. De méme I'absorppianles tissus est plus importante. Il est
donc nécessaire d’utiliser des marqueurs dontoieguleurs d’onde d’émission se situent le
plus possible dans la partie rouge du spectrelgigiur imager profondément.

Du point de vue instrumental, I'efficacité de eallion va dépendre de I'objectif. Pour
pouvoir collecter un maximum de photons il devraoiavun faible grossissement
(agrandissement du champ de vue) et une grandetoweseéiumeérique (augmentation de

'angle de détection).
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[1.3.3. Imagerie cérébrale

La microscopie a deux photons a trouvé de nombseagplications en recherche médicale.
Des modeles animaux ont été mis en place pour peendtimager in vivo différents organes.
La microscopie a deux photons est notamment tiséeten neurosciente On peut imager
les différents composants du cortex cérébral ehsagd un marquage adapté. La méthode
reste traumatisante pour I'animal car on doit safthir d'une partie de la boite cranienne
trop diffusante. Cette techniqgue permet de réalisex cartographie des différents types
cellulaires présentdou d’avoir accés au paramétres hémodynamf§uesprofondeur dans
le cortex.

Aprés une bréeve description des différents compeséuncerveau on s’intéressera aux
éléments présents dans le cortex et aux différesitagegies de marquage pour les révéler.
Ensuite, la modele animal utilisé sera décrit awBntionner des exemples d’études realisées

dans le cerveau en microscopie a deux photons.

[1.3.3.1. Le cortex cérébral

L’étude du cerveau du petit animal est tres utila &ompréhension du cerveau humain.
Comme le montre la figure 1I-8, on retrouve de noezoles similitudes d'un individu a
l'autre”’. Le cerveau constitue avec la moelle épiniérg/étese nerveux central. Il se divise
en plusieurs parties. Le télencéphale (ou hémigghéérebraux) représente la partie la plus
volumineuse du cerveau. Il est composé en périphdei substance grise, constituée de
neurones et de cellules gliales (astrocytes, diégdrocytes, cellules de Schwann, cellules
microglialeset cellules épendymaires). L'ensemble de cettetanbs grise est appelée le
cortex cérébral. Le cortex est protégé de la bo@eienne par les méninges. Les méninges
sont divisées en trois couches (figure 1I-9) :

- La dure-mere, feuillet épais et résistant quiéadrau crane. Elle est située au dessus
des sinus veineux qui drainent les veines céréhrale

- L’arachnoide qui tapisse la face interne de leednére

- La pie-mere, feuillet tres fin et transparent adhére a la surface du cerveau.

On définit également plusieurs espaces dont I'espaas-arachnoidien (entre I'arachnoide et

la pie-mére) ou circulent le liquide cérébro-spited veines et les arteres.
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Figure 11-8. Comparaison entre le cerveau du rongeur et le aariramain (d’aprés).
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Figure 11-9. Organisation des méninges.
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A Tlintérieur du cortex cérébral, les neurones ganisent en unités fonctionnelles
perpendiculaires a la surface du cortex appeléémmes corticales. Elles se divisent en
plusieurs couches ayant différentes fonctionna(figsire 11-10) :

- La couche moléculaire contient des axones etdeeslrites de neurones des couches
internes. Elle comporte peu de cellules (esseatietht des astrocytes).

- La couche granulaire externe contient des negrgremulaires. Elle recoit les afférences
d'autres aires du cortex.

- La couche pyramidale externe est constituée deones pyramidaux. Elle émet des
connexions vers d'autres zones du cortex cérébral.

- La couche granulaire interne contient des newa@tailés et pyramidaux. C'est par cette
couche que les informations en provenance de flieytédu cortex entrent dans le cortex. Elle
recoit aussi les afférences en provenance ded'aétnisphére cérébral.

- La couche pyramidale interne est composée dergaones pyramidaux, généralement
des neurones moteurs.

- La couche polymorphe, la couche la plus internéétat adulte. Elle envoie des
prolongements axonaux en direction du thalamus @&amt une rétroaction sur les entrées du

cortex cérébral.

On trouve également a l'intérieur de toutes ce<loes des cellules gliales. Elles ont un
réle tres important dans le fonctionnement du cauveElles remplissent de nombreuses
fonctions: guide de migration, développement nealranyélinisation, compartimentalisation,
soutien, homéostasie ionique, régulation du pHyalage des neurotransmetteurs, défense

immunitaire, plasticité synaptique...

Certaines pathologies liées au cerveau (Alzheirdpilepsie...) sont a l'origine de
disfonctionnement dans le cortex cérébral. Graceéaudes en microscopie a deux photons
on peut mieux comprendre les mécanismes d’actiooedepathologies. Elles permettent de
réaliser une cartographie des différents typesilegles présents ou de réaliser de I'imagerie
fonctionnelle dans le cort&& Pour réaliser ces études, on peut utiliser lesqoeurs
classiquement utilisés in vitro. Cependant, le magg des tissus en profondeur est souvent
plus délicat.
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Figure 11-10. Représentation schématique des différentes couthes colonne corticale
(d’apres wikipedia)

[1.3.3.2. Marquage et modélisation animale

On peut marquer différents corps cellulaires emdi@nt des marqueurs dans la
circulation sanguine. Outre son affinité pour upetycellulaire ou une fonction cellulaire
précise, le marqueur doit pouvoir accéder au tiBsuérét. Certaines petites molécules vont

diffuser a travers les vaisseaux sanguins pour umeargles cellules en contact avec la
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vascularisation. C’est le cas par exemple de lBshbdamineB (SRB) qui va s’accumuler
de maniére spécifique dans les astrocytes via ieds pastrocytaires en contact avec la
vascularisatioff. On peut également réaliser de I'imagerie des daixiques en utilisant des
marqueurs comme le Fluo-4 qui vont s’accumuler degrsains types de neurones. Ces
marquages restent plus difficles a mettre en ceunreivo qu’in vitro. Les modeles
transgéniques sont aussi tres utiles. On dispost @ modeéles permettant d’exprimer des
GFP a l'intérieur des différents types de cellidéales. De méme, l'auto fluorescence ou la
génération de seconde harmonique (SHG) peuventrégeaitiles pour réaliser de I'imagerie
structurellé®. Enfin, on peut injecter des marqueurs fluorescenn diffusibles pour venir
imager la vascularisati6h On reviendra plus en détail sur I'intérét de Higerie de la
vascularisation cérébrale dans le Chapitre .

Objectif

Gel
Os

Dure-mere

Figure II-11. Observation dans le cortex de la souris en micpecd deux photons

Les souris sont généralement utilisées pour eatesten microscopie a deux photons
du fait du grand nombre de modeles transgéniquesrgueté développés. On retrouve des
modéles de différentes neuropathologies comme ueeurs cérébralés Alzheimef’ ou
I'épilepsi€®. De plus chez les souris, la dure-mére est pequepat permet une profondeur
d’observation. Pour pouvoir imager dans le corfegu(e 1I-11), il faut s’affranchir de I'os de
la boite cranienne, tres diffusant. On retire géle@énent une partie de I'os a la verticale du
cortex. On vient ensuite placer I'objectif en imsien dans du liquide physiologique ou un
gel échographique. Pour I'imagerie, la principaiialiité consiste a immobiliser I'animal.
La durée d’acquisition d’'une image étant d’envirbnseconde, on doit s’affranchir des

mouvements parasites de I'animal (surtout la rasipm). Pour cela, la téte de I'animal est
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généralement immobilisée dans un cadre stéréotxidputilisation d’'une anesthésie
appropriée permet aussi de limiter ces mouvemdms. anesthésies volatiles comme

lisoflurane offrent de bons résultats.
[1.3.4. Imagerie des tumeurs

La microscopie a deux photons peut étre égalemelet pour I'étude des tumeurs. Elle
permet d’obtenir des informations sur leur dévetppnt ou la réponse de la tumeur a un
traitement & I'échelle cellulaifé Les principales applications concernent l'imagete la

vascularisation tumorale.

[1.3.4.1. Modélisation animale

Il existe de nombreux types de tumeurs. Pour ledéliger, on greffe des cellules ou
des explants tumoraux dans des souris nude. Cés sotl un systeme immunitaire déficient
dépourvu de lymphocytes T. De cette facon, ellesreennaissent pas les cellules

cancéreuses. On distingue deux types de greffes :

- Orthotopiques : La tumeur est implantée dansesmironnement physiologique.

- Hétérotopiques : La tumeur est implantée dansnwironnement different.

En microscopie a deux photons, on travaille gépéraht sur des greffes hétérotopiques pour
faciliter 'acces optique a la tumeur. On greffetdaneur dans des espaces sous cutanés. On
peut ensuite I'observer en enlevant la peau tréasdinte. Il est important d’implanter la

tumeur dans des zones bien vascularisées pouaueffe prenne.

Un autre modele permet de réaliser un suivi lonlyital des tumeurs aprés leur
implantation ou apres un traitement. Pour cela,nogt en place des fenétres dorsales
permettant d’observer la tumeur sous une lamellgudetz. On reviendra plus en détail sur la

mise en place de ces modeles dans le Chapitre VI.
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11.3.4.2. Exemples d’applications

La principale application de I'imagerie des tumeemsmicroscopie a deux photons est le suivi
de la vascularisation tumorale. On peut utilises sharqueurs intravasculaires pour visualiser
la néo-vascularisation tumorale. La formation etdéveloppement de ces vaisseaux, aussi
appelés angiogénese, est un phénomeéne clef dandéudeloppement des tumeurs.
L’observation en microscopie a deux photons dealscularisation tumorale peut permettre
d’étudier ce phénomeéne in vivo a I'échelle micrgsqae. De plus, de nombreux traitements
anti cancéreux ont pour cible la vascularisationdrale. La microscopie a deux photons peut
permettre d’analyser les lésions provoquées damadeularisation et de mieux comprendre
I'action de ces traitements.
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Chapitre Ill. Les marqueurs intravasculaires pour la microscopie
a deux photons

Dans la plus-part des pathologies et leur traitémarvascularisation joue un réle important.
Mieux comprendre ce rble peut aider a améliorguiaité des traitements. Le marquage de la
vascularisation est assez simple a mettre en cellvieonsiste injecter des marqueurs
fluorescents de poids moléculaire élevé (macronud&oou nanoparticules) dans le sang. En
microscopie a deux photons, on va pouvoir obtensiales mesures du volume sangtisu
de la perméabilité vasculaife

Pour mieux comprendre les caractéristiques néicesskes marqueurs pour I'imagerie
de la vascularisation, on s’intéressera dans umipretemps aux contraintes liées a
'environnement intravascualaire avant de renttas gn détail sur 'intérét de I'imagerie de
la vascularisation en médecine. Ensuite, on veuelsgsont les marqueurs intravasculaires
fluorescents disponibles et quels sont leurs lisnitEnfin, on abordera les différentes

stratégies possibles pour faire des marqueursvagcalaires.
[1I.1. Contraintes liées a I'environnement

[1.1.1. Le sang

Une fois injectés dans la circulation sanguine,negqueurs vont se retrouver mélangés au
sang. Le sang est un fluide servant a véhiculetygiéne et les nutriments vers les tissus
biologiques. Il est également impliqué dans le esyst immunitaire. Il est composé en

majorité de globules rouges baignant dans un leyaipgpelé plasma sanguin. Les globules
rouges transportent ’lhémoglobine, une protéineblpde transporter I'oxygene aux cellules
et de capter le dioxyde de carbone issu de laredgpi cellulaire. lls représentent 45% du

volume sanguin total. On retrouve également dassitg des globules blancs ou leucocytes,
beaucoup moins nombreux (0,2% du nombre total aleuggs). lls regroupent 'ensemble des

cellules du systeme immunitaire (granulocytes, lgogytes et monocytes). On y retrouve

enfin des plaquettes. Elles servent a initier lgrpérisation du fibrinogéne, protéine présente
dans le plasma, et sont ainsi responsables datuladion sanguine.

Le plasma sanguin est une solution aqueuse (91%udeontenant de nombreuses petites
molécules. Il contient de nombreuses substancedsaasit comme les nutriments (glucose,

lipide, acide aminés), les hormones ou les déamétmboliques. Il contient également de
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nombreuses protéines ayant vocation a rester dagemnly. Certaines aident a la régulation du
pH aux alentours de 7,4 et de la pression osmotiglaeitres comme les anticorps jouent un
réle dans le systeme immunitaire. Malgré les pneRipermettant de réguler le pH et la
pression osmotique dans le sang, il est importantealpas trop modifier ces conditions en

injectant les marqueurs.

111.1.2. La vascularisation

La vascularisation est un réseau fermeé de vaisssmguins permettant le transport du sang
vers les tissus par I'intermédiaire du cceur. Corteamontre la figure 1ll-1, elle est composée
de trois types de vaisseaux sanguins: les arteesgeines et les capillaires. Les artéres sont
des vaisseaux sanguins trés larges transportaankg oxygéené du coeur vers les tissus et les
cellules de l'organisme. Les veines sont des vaissehargés de transporter le sang pauvre
en oxygene et les déchets du métabolisme versue ¢@ coeur des vaisseaux, ou circule le
sang est appelé lumiere. La lumiére est entouréégualothélium, un ensemble de cellules
permettant de faire une paroi plus ou moins étarighes les veines et les arteres, on retrouve
autour de I'endothélium des muscles lisses etssutconjonctif permettant aux vaisseaux de
se contracter ou de se dilater. Les arteres tramspde sang sous haute pression et, par
conséquent, leurs parois sont beaucoup plus épassdastiques que celles des veines. Les
capillaires relient les artéres et les veines assus de l'organisme et sont le siége de
I'échange entre I'oxygene et le dioxyde de carbiismeont beaucoup plus petits que les veines
et les artéres. lls possédent seulement une padwtieéliale entourée d’'une couche de
cellules, les péricytes, capable de se contraciar permettre de réguler le débit sanguin.

Les péricytes ont également un réle immunitairecfmhagique).

On injecte généralement les marqueurs dans la waindale de la souris. Comme le
montre la figure IlI-2, ils vont alors remonter dale cceur droit et partir en direction des
poumons. lls retournent ensuite dans le coeur gaandet d’étre envoyés dans l'aorte. Les
marqueurs vont ainsi partir en direction des défifés organes avant de retourner au coeur par

les veines et d’entamer un nouveau cycle.
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Figure 1ll-1. Structure des vaisseaux sanguins d’apres httpimiRiasw.com/

La petite taille des capillaires (4 um chez I'hoearBum chez la souris) induit des
criteres de sélection pour les marqueurs. Généealgries marqueurs de diametre supérieur a
100 nm vont s’accumuler et boucher ces petits gaiss Les marqueurs de taille moléculaire
vont eux diffuser a travers la paroi endothélidale’accumuler dans les tissus. Pour avoir un

marqueur stable dans le sang, il faut généralenumat taille supérieure a quelques

nanometres.
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Figure 1ll-2. Schéma de la circulation sanguine. D’aprés hitpi.santea.com

[11.1.3. L’élimination par le sang

Les organismes indésirables sont généralement pris charge par le systéme
réticuloendothélial ou excrétés par les reins aosdane moindre mesure le foie. Les reins
sont les principaux organes d’excrétion. lls petemtde filtrer le sang et de n'y réintégrer
gue certains éléments. La vascularisation daneelas comporte des pores d’environ 60 nm
recouverts d'un diaphragme bouchant une partiéodedrture™. Il permet de filtrer ainsi la
plus-part des petites molécules présentes dananig sais ne permet pas d’éliminer les
particules de taille importante. Leur éliminaticst souvent liée a d’autres processus mettant

en jeu le systéme réticuloendothélial.

50



Le systéme réticuloendothélial permet I'éliminaties corps étrangers et des cellules
sanguines en fin de vie. Au cours de leur trareitsde sang, les corps indésirables vont étre
marqués par des anticorps. lls seront ensuite nesopar des macrophages puis internalisés
avant d’étre dégradés ou stockes.

Le foie est lui aussi responsable d’'une partid’@amination des nanoparticules du
sang. Sa vascularisation posséde des porosité80a 300 nm de diametre dépourvues de
diaphragme qui représentent environ 6 & 8 % derface des vaisseaux sangdfginsi,

des nanopatrticules peuvent passer dans le foie.
[11.1.4. Résumé

Comme on l'a vu, apres injection, les marqueursdoizent pas modifier les parametres
sanguins comme le pH ou la pression osmotique. IDg pes marqueurs doivent pouvoir
circuler dans le sang sur des durées assez lonfues.cela, ils devront avoir une taille allant
de quelques nanometres a 100 nanometres. On daienja cela toutes les propriétés d’'un
bon marqueur fluorescent a deux photons. Le marqdeura avoir une bonne section
efficace de fluorescence a deux photons a des éamgud’'onde comprises entre 800 et 1000
nm, et une longueur d’'onde d’émission de fluoreseder plus proche possible de la partie
rouge du spectre visible. On retrouve en majorgéd’lttmoglobine dans le sang qui est tres
absorbante dans le visible. Plus les marqueurstéemet des grandes longueurs d’onde

moins la fluorescence sera réabsorbée.

[11.2. Intérét de I'imagerie de la vascularisationen microscopie a deux

photons

En utilisant ces marqueurs avec des modéles coremedgcrits dans le chapitre Il, on peut
obtenir des informations sur les parameétres hénadigues et la structure des vaisseaux

dans différents environnement in vivo avec unelud®m micrométrique.
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I11.2.1. La vascularisation cérébrale

L'imagerie de la vascularisation cérébrale en nscopie a deux photons peut par exemple
étre utile pour mesurer la densité vasculaire diensortex. Cette mesure, ainsi que

'observation de I'architecture formée par les sa@mux permet de mieux comprendre la
relation entre le sang et le cerveau. On peut géréent relier la concentration en neurones a

la densité vasculaire dans le coffex

La vascularisation cérébrale possede égalemenpano¢ vasculaire plus compliquée.
Elle a pour réle de réguler les échanges entreag ®t le cerveau. On l'appelle barriere
hémato-encéphalique (BHE). Cette barriere est ewipe tres imperméable. En microscopie
a deux photons, on peut observer la perméabilitétadBHE en mesurant la quantité de
marqueurs qui a fui a I'extérieur des vaisseaus. iBesures peuvent étre utiles pour observer

et mieux comprendre les effets des radiothérapieleserveau par exemple
[11.2.2. La vascularisation tumorale

Comme on la vu dans le chapitre précédent, la l@ssation joue un rdle primordial dans le
développement des tumeurs. La formation de nouveaisseaux sanguins au niveau de la
tumeur (angiogenése tumorale) est un événemergitddans sa croissariceL’imagerie de

la vascularisation en microscopie a deux photonsngke de visualiser ces phénomeénes
améliorant ainsi nos connaissances sur l'angiogertémorald®. Les traitements anti
cancéreux ont également de plus en plus comme leiblascularisation dans la tum&ur
L'utilisation de marqueurs intravasculaires flua@sts permet de visualiser en temps réel
I'action de ces traitements pour permettre de mmsuxprendre leurs mécanismes d’actions

et de les améliorer.

Il est cependant établi que les vaisseaux sangléastumeurs sont mal développés
avec un endothélium discontinu. Ainsi, la vascsktion tumorale est trés perméable aux
macromolécule® *". Cette perméabilité entraine une diffusion desremits & travers la paroi
des vaisseaux sanguins de la tumeur. Cette diffyseait &tre génante pendant le suivi de la
vascularisation tumorale sur des durées importéhté3n peut cependant utiliser des
marqueurs fluorescents de taille plus importantg fimiter la diffusion du colorant dans les

tissus de la tumeur.
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[11.3. Marqueurs existants

Les marqueurs les plus utilisés en imagerie deakcwarisation par microscopie a deux
photons sont des macromolécules composées de qiezfrans) sur lesquelles ont été
greffées des molécules fluorescentes. On retroémnérglement des Dextrans fonctionnalisés
par des fluorophores classiques comme la RhodaBiioe la Fluorescéine. Il en existe de
différents poids moléculaire (de quelques kDa a KD8), cependant, la solubilité des plus
gros Dextran reste limitante pour les applicatiodienagerie de la vascularisation.
Typiquement, le rapport entre le nombre de moléctilerescentes et le nombre de glucose
est de 1 pour 250. Au-dela, la solubilité et lesppietés de fluorescence des objets vont
généralement diminuer. Le gros avantage de cesumanrs) est leur biocompatibilité. Ils sont
sans danger pour 'homme et les organismes vivantsgénéral. Les sucres peuvent
facilement étres éliminés par I'organisme, et lesomorophores greffés a leur surface sont
généralement bien connus pour étres biocompatiGiegendant, leur efficacité d’absorption
a deux photons n’est pas toujours optimum, ce goessite d’injecter de grandes quantités de
colorants.

Les quantums dots peuvent étre aussi utilisés [imagerie de la vascularisation en
microscopie & deux photofls Leur grande efficacité de fluorescence permemaljer
efficacement la vascularisation avec des quanti#édes de marqueurs. Généralement leur
potentielle toxicité et leur colt élevé sont unirfra leur utilisation. Il existe également
d’autres types de nanoparticules fluorescentes aoiales permettant de couvrir ces
applications. Tout comme les quantums dots, leageisest limité a I'imagerie du petit
animal. Leur comportement dans les organismes dggos, modification de certaines
fonctions biologiques...) doit étre approfondi avdatgénéraliser leur usage.

D’une maniére plus générale, la plus-part des panicules fluorescentes a base de
fluorophores efficaces a deux photons vont permetrcouvrir ces applications. La difficulté
principale est de les rendre inertes du point dephysiologique et non toxiques. Il existe de
nombreuses méthodes pour faire des nanoparticolesigs applications en biologie. Nous
allons voir dans le chapitre suivant les différergratégies de synthése de nanoparticules et

leur potentiel en médecine en général.
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Chapitre IV. Les nanoparticules pour la médecine

Comme on I'a vu précédemment, en transportant @mtage contraste, les nanoparticules
peuvent étre utilisées en imagerie médicale comnaequeurs pour l'imagerie de la
vascularisation. Leurs bonnes propriétés de citiomalans le sang peuvent également servir
a transporter d’autres substances actives a i@tédes organismes vivafitsPar exemple,
avec une fonctionnalisation adaptée, on peut egeisia transfert ciblé de molécules actives
vers des cellules pathologiques. Ce ciblage doitnptre de faciliter la détection des
pathologies en utilisant des agents de contraste,@mmener directement des médicaments
vers ces pathologi&s Ces utilisations entrainent déja, notamment emcémalogie, une
diminution des doses prescrites, une baisse deoxw&ite et une meilleure tolérance
thérapeutique des traitements. Dans ce sens, laerd® et le développement de
nanoparticules et de stratégies de ciblage ouwangrand champ de recherche dans la
localisation et le traitement des maladies.

Dans ce chapitre, on définira dans un premier $efapconcept des nanoparticules
pour la médecine et leur intérét. On énumereraienkas différents types de nanoparticules
utilisés en médecine ou en cours de développentanfin, des exemples de produits

disponibles commercialement pour des usages médssaant donneés.
IV.1. Description générale et intérét

Les nanoparticules sont assez volumineuses et gergsane grande surface fonctionnelle.
Elles permettent I'encapsulation ou le greffage piiesieurs molécules ayant différentes
fonctions sur un méme objet. Pour étre utiles ansport de drogue, elles doivent dans un
premier temps permettre a l'agent d'intérét de res @tre bloqué par les barrieres
physiologiques, avant de délivrer cet agent de enargpécifique aux cellules pathologiques.
On peut pour cela modifier leur surface avec destsgde furtivité et des agents de ciblage
(figure IV-1).

Il existe de nombreux types de nanoparticules géoamérera par la suite. Depuis
leurs premiéres utilisations en biologie, les namtigules ont beaucoup évolué. La premiéere
difficulté est de concevoir des objets de petitéetpouvant incorporer des molécules actives.

Comme dans le cas des marqueurs pour I'imageri@ @ascularisation, les objets doivent
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étre suffisamment petits pour envisager une adimien intra vasculaire. Ensuite, il est
important que les particules ne soient pas évaciagdement de I'organisme, notamment
par le systeme réticuloendothélial. Pour pallieetinconvénient, on utilise des objets dont la
surface les rend furtifs, c'est-a-dire non détdetabpar les anticorps du systeme
réticuloendothélial. On utilise des nanoparticulest la surface est généralement couverte de
Polyéthylene Glycol (PEG), ou d’autres moléculepéohant, par effet de répulsion stérique,
la fixation d’autres objets comme les anticorpslesmanoparticulé& Enfin, pour étre utiles

a la détection ou au traitement d’'une pathologig,nanoparticules doivent avoir une affinité
pour celle-ci.

Agents de contraste
et Principes actifs V%

AN
\\X\ /B// X
Nanoparticule

Agent de / Agent de/ Q

furtivité ciblage

Figure IV-1. Evolutions possibles des nanoparticules pour ldetiée

De nombreuses stratégies de ciblage des nanopestivaers des pathologies sont
étudiées. La plus simple est d'utiliser la permighile 'endothélium vasculaire présent dans
certaines maladies. C’est le cas des tumeurs pammge dont I'endothélium est plus
perméable en raison de la réaction inflammatoirdeela désorganisation vasculaire due au
cancer. En utilisant des particules de taille agapelles ne traverseront pas I'endothélium
vasculaire sain, et vont s’accumuler dans les tumélet effet est appelé EPR (« Enhanced
and Permeability Retention effect »). De nombreuseses stratégies en cours d’étude
consistent a rajouter a la surface des nanopasticuh agent de ciblage, qui peut étre par
exemple le ligand d’'un récepteur, I'anticorps cenine protéine surexprimée dans les tissus
visés ou un oligonucléotife
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Classiquement, les agents thérapeutiques a trndespsont essentiellement des
molécules organiques. On peut également trangpdeg protéines, des peptides ou de
'ADN ou de I'ARN pour les thérapies géniques. Leanoparticules peuvent aussi étre

utilisées pour transporter des agents thérapestigeto-activables :

- En photoactivation par rayon X, on va transpoute €élément lourd (Pt, Gd...) vers
des cellules tumorales. En irradiant ensuite ldisles avec un rayonnement X adapté on va
pouvoir détruire ces cellules. Les éléments lowagknt absorbé des rayons X émettent des

sous produits toxiques et des rayonnements nussiidar les cellul&s.

- En hyperthermie, il s’agit de transporter deerag permettant de convertir un
rayonnement lumineux, souvent infra rouge, en chal®©n utilise généralement des
particules métalliques ou des oxydes de fer. Lerfidadiation, les cellules seront détruites

par I'élévation locale de la températtire

- En photothérapie dynamique (PDT), on va transpates photosensibilisateurs. Ces
molécules vont produire de l'oxygene singulet gai mduire les cellules quand on les

irradie™.

IV.2. Les différents types de nanoparticules

L’appellation nanoparticules est uniguement basgdastaille (de quelques nm a quelques

centaines de nm). Il en existe actuellement ureedrande variété dont la composition peut
étre tres variable. On distingue les nanoparticaiganiques des nanoparticules inorganiques.
Une grande partie des nanoparticules inorganiqasséalent intrinsequement des propriétés
thérapeutiques (particules métalliques ou magnésigwu diagnostiques (cristaux semi-

conducteurs, particules magnétiques). En revanebgarticules organiques sont dépourvues
de telles propriétés. Généralement, elles permetiemprotéger les agents thérapeutiques ou
de contraste qu’elles doivent véhiculer vers ungezte I'organisme pour éventuellement les

relarguer.
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IV.2.1. Les nanopatrticules organiques
* Lesliposomes :

Les liposomes sont des vésicules artificielles ttwges d’'une bicouche de molécules
amphiphiles encapsulant un réservoir aqueux. Colamentre la figure 1V-2, elles peuvent

transporter des molécules hydrophiles dans leur eopueux ou des molécules lipophiles a
l'intérieur de la bicouche de phospholipides. listéx différents procédés pour obtenir des
liposomes, on les obtient généralement en mélanhgdes phospholipides dans 'eau. Les
phospholipides se regroupent pour former des viesicde maniere a minimiser les

interactions hydrophobes. Leur taille peut varier guelques dizaines de nanométres a

plusieurs micrométres.

Molécule active

hydrophile . Téte polaire

hydrophile

Milieu aqueux

“Queue

Molécule activ hydrophobe

lipophile

Figure IV-2. Schéma d’une vésicule formé avec des phosphofidemilieu agueux

Les liposomes sont connus depuis 1965 et possédeahtage d’étre non toxiques.
lls ont 'inconvénient de ne pas pouvoir transpoue grand nombre de molécules lipophiles.
L’encapsulation des molécules hydrophiles n’est p@s plus parfaite. Des principes actifs
hydrophiles peuvent étre relargués dans le “6afepuis la fin des années 1990, ils ont
souvent été utilisés pour le transport d’agentatdraste ou de médicament dans des milieux
biologiques. Comme on le verra plus tard, ils satilisés actuellement dans certains

traitements chez ’hnomme.
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* Les micelles :

Les micelles sont des objets auto-assemblés eawnatjueux. Comme les liposomes, ils sont
basés sur l'utilisation de molécules amphiphilas sarfactant, qui vont former des micelles
pour minimiser les interactions hydrophobes (figiye8). On obtient ainsi des objets d’'une

taille de quelques dizaines de nanometres compoutarcoeur hydrophobe et une surface
hydrophile. On reviendra plus en détail sur la fation des micelles dans le chapitre V. Elles

peuvent ainsi permettre de transporter des molédipiephiled’.

. - Téte polaire
' ‘ hydrophile
. Molécule active

lipophile
- Milieu agqueux

. . ""Queue
hydrophobe

Figure IV-3. Schéma d’'une micelle en milieu aqueux

* Les nanoparticules lipidiques :

La formation de nanoparticules lipidiques reposelsunéme principe que la formation des
veésicules et des micelles. Dans ce cas, on raatise&mulsion. On stabilise de petites gouttes
d’huile (solvant lipophile non miscible avec I'ead@ns I'eau (figure 1V-4). On peut comme
cela obtenir des particules de quelques dizaingsid®metres. Contrairement aux vésicules,
elles permettent d’encapsuler un grand nombre déaules hydrophobes. Le coeur lipidique

de ces nanoparticules est généralement composiglgiedrides biodégradabiés
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Molécule active

lipophile Téte polaire

hydrophile

Milieu lipidique
\ 7

Milieu aqueux

" Queue
hydrophobe

Figure IV-4. Schéma d’une nanoparticule lipidique

» Utilisation des polymeres :

Ces méthodes de fabrication de nanoparticules siéseis| utilisation de surfactants. Pour
des raisons de biocompatibilité, on utilise géredrant des molécules amphiphiles issues du
vivant comme les phospholipides. On peut cependilister des polyméres biocompatitités
En utilisant des polyméres de nature amphiphilesvanpouvoir également former des
vésicules ou des micelles. Leurs propriétés vageltn leur composition et leur taille. D’'une
maniéere plus générale, ils vont s’auto-assemblenidau aqueux. lIs peuvent ainsi permettre
de solvater des composés hydrophobes et de leserentiibles. Il existe une trés grande
variété de polymeéres utilisés dans les applicatianbiologie. Parmi les polyméres employés,
on retrouve des copolymeéres a base de polyacitiguacet de polyacide glycolique (PLA /
PGA). Initialement utilisés pour réaliser des inmpéa médicaux, ils sont facilement
biodégradables et ne sont pas toxiques. Les cogogsra base de polyéthylene oxyde et de
polypropyléne oxyde (PEO / PPO) sont aussi tréisési notamment pour la solubilisation et
le transport des drogues lipophi@<es polyméres, employésdans ce travail pourrithége
des nanoparticules, seront abordés plus en dételidpitre V. D’autres polymeres a base de
polypeptides, polynucléotides, ou de polysaccharid®nt également employés pour
I'obtention de nanopatrticules.

Outre les objets auto-assemblés, il existe égalerdes dendrimeres. Ce sont des
complexes polymériques dont on peut faire varietaidle. En utilisant des monomeéres
possédant au moins trois sites réactifs, on vadodas constructions polymeériques fortement

branchées de structure bien contrdiéeeur synthése reste généralement plus délicate.
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IV.2.2. Les nanoparticules inorganiques

* Les nanoparticules métalliques :

Ce sont généralement des particules®@'on d'argent. Elles sont biocompatibles, et trés
résistantes a la corrosion. On peut fabriquer detscples métalliques de différentes formes et
tailles par des procédés d'oxydoréduction. Initisdat, elles ont été utilisées, et le sont
encore, pour le marquage des composés cellulatrdsue visualisation en microscopie
électronique. De nombreux procédés pour greffema@gcules a leur surface ou les enrober
ont été développés. Elles peuvent étre utiliséexidiment comme agent de contraste (rayons
X, électrons) ou comme agent thérapeutique en phbtt@tion par rayons X ou en
hyperthermie. Il est également possible de fornesr abquilles métalliques d’'une épaisseur
de quelques nanométres pouvant transporter desuhedédans leur coeur.

» Les nanoparticules magnétiques :
La plus-part des nanoparticules magnétigues somiposées d'oxyde de fer super
paramagnétique. Elles sont généralement faites dghémite (Fg€s;) ou de magnétite

(F&s04). On les recouvre généralement de polymére ouotesgccharide (dextran) pour les

rendre solubles et stables. Elles servent généeslediagent de contraste IRM.

* Les nanoparticules de silice :
Il existe également de nombreux procédés pour obtws nanoparticules de silice. On
obtient alors des objets plus ou moins poreux peamiede transporter des molécules actives
ou des agents de contraite

* Les nanocristaux semi-conducteurs :
Les Quantum dots, décrit dans le chapitre |, fégalement partie des nanoparticules

inorganiques. lls sont utilisés comme agent derastd en microscopie de fluorescence.

Gréace a une fonctionnalisation adaptée ils permietie réaliser de nombreuses étddes
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IV.3. Utilisations en médecine

On utilise déja les nanoparticules en pharmacoldgpis la fin des années 1990. L’injection
de nanoparticules de quelques dizaines de nan@meésteautorisée chez I'homme depuis
1997. Les premiéres utilisations ont été faitescagtes liposomes transportant un agent
anticancéreux, la daunorubicine (DaunoXome®, NexXBtearmaceuticals). Depuis, d’autres
formulations de médicaments utilisant des nanopadées ont été mises sur le marché, la plus-
part utilisant également des liposomes, avec sdudes applications en cancérologie. On
peut citer par exemple la doxorubicine (Caelyx®,0et®), encapsulée dans des liposomes.
Dans le cas du Caelyx®, le liposome comporte desta de furtivité afin d’améliorer sa
biodistribution. Il existe également des nanopaltis commercialisées pour d’autres
applications comme le traitement des mycoses. eRample, 'Ambisome® utilise des
liposomes vectorisés pour réduire la toxicité rérddl principe actif, 'amphotéricine. Les
liposomes se fixent directement sur la paroi caitaldu champignon et 'amphotéricine est
alors libéréee. En ophtalmologie, les liposomes gt aussi un grand potentiel
thérapeutique. La vertéporfine (Visudine®) est aldtument prescrite pour le traitement de la
dégénérescence maculaire. Dans ce cas, des lippdoamsportent un photosensibilisateur
vers les néo vaisseaux. On utilise des liposomastages affinités pour des récepteurs de
lipoprotéines situés sur la membrane endothéliadenovaisseaux. La photo-illumination par
un laser diode permet ensuite la destruction dew/aigseaux grace a la présence du
photosensibilasteur. Le traitement des yeux seesladkératite, et des uvéites bénéficie
également de I'encapsulation des médicaments iradéllement utilisés. Pour le traitement
des maladies cérébrales, on peut signaler I'utitisad’anticorps anti-récepteur de la
transferrine pour faire traverser la barriere hématéphalique a des médicaments, qui, pour
la plupart, sont des liposomes. Dans tous ces desmigs nanoparticules permettent une
diminution des doses prescrites, une baisse deoxw&ite et une meilleure tolérance
thérapeutique. Comme pour les anticancéreux, delgraspoirs sont fondés sur ces méthodes

pour améliorer les traitements antibiotiques.

On utilise également les nanoparticules pour lgdiGgiions en imagerie médicale.
Les particules dont l'usage est approuvé chez lthensont des agents de contraste IRM.
Notamment des nanoparticules d’environ 100 nm denédire composées de particules

d’'oxydes de fer de 5 & 6 nm de diamétre enrobéesrmEacouche de dextran (permettant de

61



les rendre furtives). Elles sont commercialiséegsste nom d'Endorem® (Laboratoire

Guerbet). Injectées par voie intraveineuse, elteg atilisées pour visualiser les Iésions du
foie associées a une altération du systeme rééndlmthélial (notamment dans certaines
tumeurs). D’autres agents de contraste de ce tgedes tailles différentes ont également été
mises sur le marché. Ces particules étant inorganilgur toxicité a beaucoup été étudiée.
Aprés injection, elles sont généralement captées @ cellules du systéme

réticuloendothélial. Elles sont ensuite lentemertigrddées dans les lysosomes des

macrophages. Le fer est ensuite intégré dans hisgee.

IV.4. Toxicité des nanoparticules

Méme en utilisant des matériaux connus comme bipadilvies, les nanoparticules peuvent
étre toxiques pour les organismes vivants. Cersgimepriétés comme la charge de surface, la
capacité a former des agrégats, ou leur photosktésiont les rendre toxiques a I'état de
nanoparticules. En diminuant la taille des objeis,augmente le rapport entre la surface
active et la masse de produit administré et ilypetudevenir toxiques. De plus, la diminution
de la taille des éléments facilite a priori leusgage a travers les interfaces biologiques trés
importantes dans la physiologie des tissus sainm#iologiques. Parmi ces interfaces, les
barrieres hémato-encéphaliques, hémato-rétinienmegpison séparant les espaces endo et
péri-lymphatiques de I'oreille interne, la froneématerno-embryonnaire et feetale formée par
le placenta et la barriere glomérulaire du reirvesetr a cloisonner l'intérieur de I'organisme.
Ces interfaces constituent de véritables barriea'est a dire qu’elles peuvent étre plus ou
moins ouvertes ou fermées a certains élémentsspedajue cette permeéabilité plus ou moins
stricte peut étre modifiée par divers facteurs,ammhent pathologiques. Elles gerent
généralement les échanges indispensables a l& scovime l'information et la nutrition. Le

franchissement de ces différents cloisonnementkeparano-objets peut s’avérer toxique.
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Chapitre V. Synthése de nanoparticules pour I'imageée de la

vascularisation par microscopie a deux photons

L’approche utilisée ici consiste a encapsuler dekaules fluorescentes hydrophobes
dans des micelles de copolymeére pour les rendreobgtlibles et biocompatibles. Dans le
cadre des applications en imagerie de la vascatans le procédé doit permettre d’obtenir
des concentrations relativement élevées en chrooneptans la solution d’injection (de
I'ordre du g.I'). De plus, comme on I'a vu précédemment, les shjetvent avoir une taille

contrblée (inférieure a 100 nm) pour permettreinjextion intraveineuse.
V.1. Procédé de Micro-émulsion

V.1.1. Principe et description

La formation de micelles repose sur l'utilisatioa surfactants (ou tensioactifs). Ce
sont des molécules amphiphiles, c'est-a-dire corapba la fois une partie hydrophobe et une
partie hydrophile. En milieu aqueux, elles vontgslacer de maniere a minimiser les
interactions entre I'eau et leurs parties hydrogsolAu-dela d’'une certaine concentration,
appelée concentration critique micellaire (cma3,Heolécules vont s’assembler sous forme de
micelles souvent sphériques ou cylindriques (figur&). On peut ainsi obtenir des objets

hydrosolubles de taille nanométrique comportantagor hydrophobe.

Air

) i, :

Mlaire .F} — % gpw g @.
hydrophobe  hydrophile
H -;%{w
& L3 H

o

c<cme c=cmc c>cme

Figure V-1. Schéma montrant le comportement d’un tensio-detifs 'eau en fonction de sa
concentration par rapport a la concentration maggicritique (cmc).
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Pour encapsuler efficacement des molécules hydhmsha I'intérieur de ces micelles,
un procédé de micro-émulsions (oil in water) a @€ au point récemment au sein du
laboratoiré (figure V-2). Un chromophore hydrophobe est disstans un petit volume de
chloroforme et ajouté a une solution aqueuse cantemn tensioactif. Apres agitation
magneétique, I'huile se retrouve dispersée dansilsaus forme de petites gouttelettes. Le
mélange est alors mis dans un bain a ultrasons gd@enir une émulsion trés fine, d’aspect
laiteux, avec une taille de gouttes d’'une centdm@anometres. Aprés agitation magnétique,
la taille des gouttes est treés grande et polydsgpeku cours de la sonification, la taille des
gouttes diminue de maniére constante, a cause li@somenes de fusion et de fission,
jusqu’'a atteindre un équilibre. Plus I'émulsionaséine, plus elle restera stable longtemps.
Dans notre cas, la stabilité de I'émulsion permewvalr le temps d’évaporer le solvant
organique en chauffant le mélange. On obtient alaes suspension de micelles encapsulant
le chromophore hydrophobe. La taille des particidbsenues et leur polydispersité peut

ensuite étre réduite par filtration mécanique ai®0
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_\/ e% ¢ :@w
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Sh e S

Huile + Chromophore

Figure V-2. lllustration du procédé de microémulsion

La concentration en surfactant et la proportionudéhpar rapport a I'eau sont des
parametres cruciaux du procédeé. Le systeme a étéise pour la réalisation d’émulsion de
chloroforme dans l'eau en utilisant un tensioaudifique, le tetradecyltrimethylammonium
bromide (figure V-3), comme surfactahtLa toxicité des tensioactifs ioniques ne pernaat p
une utilisation de ces nanoparticules pour lesieggdns en biologie. On peut cependant les

remplacer par d’autres tensioactifs non-ioniquesdmpatibles.
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Figure V-3. Formule chimique du tetradecyltrimethylammoniurarbide

V.1.2. Utilisation du Pluronic comme surfactant

Les Poloxamers ou Pluronic® (BASF Corporation) samt série de copolymeres tri-
blocs. lls sont constitués d’'une chaine hydroptagpolypropyléne oxyde entourée par deux
chaines hydrophiles de polyéthylene oxyde (figuré)VLeur nature amphiphile leur permet
de s’assembler sous forme de micelles en milieeaqg’ils sont suffisamment concentfés
De nombreuses études ont été menées démontrargeriad de toxicité de ces
macromoléculeS. La solubilisation de drogues hydrophobes pamdieslles de Pluronic est
déja utilisée en recherche pharmaceutique pouappsications de « drug delivery® Dans
ce sens, l'utilisation des Pluronic pour le procdéémicroémulsion doit permettre d’obtenir

des particules fluorescentes efficaces de tailtgrotee et surtout biocompatibles.

hydrophile hydrophobe hydrophile

OH{CHZCHZC%CHZCHZOX)HZCHZO}H
n m n

Ethylene  Propyléne  Ethyléne
Oxyde Oxyde Oxyde

Figure V-4. Structure générale du Pluronic ; Pluronic F686wiZE 29 Mw= 8 600,
Pluronic F127 n=101 m=56 Mw= 12 600

« Utilisation du Pluronic F68 :

Le procédé a été transposé dans un premier temptusanic F68, largement utilisé
dans diverses applications en biologie. Ce Pluroaimporte deux chaines de 76 monomeres
d’éthylene oxyde qui entourent une chaine de 29menes de propyléne et sa concentration
micellaire critique (c.m.c) est de 4.8“Mol.I". > Pour ces premiers essais, le poly(fluorene)
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a été utilisé comme chromophore hydrophobe. Le(flobrene) est un colorant fortement
fluorescent & deux-photons, hydrophobe, et trasb#ldans le chloroform& Le rapport (r)
entre le volume de chloroforme et le volume d’eattéaoptimisé pour arriver a obtenir une
eémulsion stable en présence de Pluronic F68 (c=dPwe)r r > 0,1 le volume de chloroforme
est trop grand (r = 0,1 correspond a 500 pL derofdame dans 5 mL d’eau) et on observe
une démixtion entre les deux phases. Le ratio 02 0100 pL de chloroforme pour 5 mL
d’eau). Pour envisager des applications en imagieest important de pouvoir incorporer le
maximum de chromophore dans I'émulsion (de l'ordhe g.L'). Pour obtenir cette
concentration en utilisant un ratio de 0,02 iltfque le chromophore ait une grande solubilité
dans le chloroforme (>20g).

Le chloroforme étant trés toxique, il est importade bien |'évaporer. Apres
sonification, la solution est chauffée a 60°C. té&sultats de turbidité montrés sur la figure V-
5 indiquent qu'au bout de 30 minutes la solutioh Iespide, indiquant la disparition des

gouttes de chloroforme et donc que tout le chlorooa été évaporé.
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Figure V-5. Evolution de la turbidité de la solution chaufééé0 °C

Pour les applications visées, la taille des obpmg étre inférieure a 100 nm. Apres

évaporation du chloroforme, les émulsions ont #dikddés successivement a 5 um, 1,2 um,
450 nm et 100nm. Des spectres d’absorption (reptétsks de la quantité de chromophore en
solution) ont été réalisés aprés chaque filtratAyres filtration a 5 um on retrouve plus de
90% du chromophore initialement présent dans lerofdrme. Cependant, apres filtration a
100 nm, il ne reste qu’environ 25% du chromophaital. On peut déduire de ces résultats
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gu’une grande partie du chromophore initial (75 $#)retrouve dispersé dans des objets de
taille supérieure & 100 nm. En utilisant le Pluco®68, on atteint au maximum des

concentrations en solution aqueuse de |'ordre i@ en chromophore.
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Figure V-6. Absorbance (proportionnelle a la concentration cenomophore) en fin de
procédé (apres filtration a 100 nm) pour difféerentencentrations en Pluronic F68. L'insert
montre I'évolution de la tension de surface en fimmcde la concentration en Pluronic F68
dans l'eau.

La concentration en Pluronic a ensuite été ajudtémaniére a maximiser la quantité
de chromophore présente en fin de procédé aptesgtiih a 100 nm. La figure V-6 montre
'absorbance (proportionnelle a la concentration @gwomophore) des solutions apres
filtration a 100 nm en fonction de la concentratem Pluronic F68. L'insert sur la figure
montre I'évolution de la tension de surface en fimmcde la concentration (linéaire) en
Pluronic F68. On voit clairement que la tensionsdeface monte tres rapidement pour les
concentrations inférieures a 0,5 % wt. La courlgaitidhmique ne montre pas de point de
rupture a la cmc comme pour les tensioactifs a@es ionigues mais diminue de maniére
constante avec 'augmentation de la concentratrolaronic. Ceci peut s’expliquer par la
polydispersité des assemblages formé par le poméme valeur optimum de 2% wt a été
obtenue. Pour les valeurs inférieures, la conceotrast probablement trop proche de la cmc
(0,5% wt). Pour les concentrations trop grandesadiela cmc, le Pluronic s’arrange dans
d’autres structures que des micelles, comme demdegs ou des batonnets. De tels
assemblages ne permettent pas de disperser lemagpores dans des objets de taille

inférieure a 100 nm.
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e Utilisation du Pluronic F127 :

Un autre Pluronic souvent utilisé pour la solvatatie composé hydrophobes est le Pluronic
F127. Ce Pluronic est de poids moléculaire plusétgue le Pluronic F68 (12 600 g.nol
contre 8600 g.md) mais également plus hydrophobe, avec 36% en piédsegments
hydrophobes contre 28% pour le Pluronic F68. AilesRluronic F127 possede une cmc 100
fois plus basse (2,8 famol.I'Y) que le Pluronic F6¥'.

On peut facilement réaliser une émulsion en renapliage Pluronic F68 a 2% wt par du
Pluronic F127 a 1% wt. Avec le méme procédé, ilnprde récupérer plus de 90% du
chromophore initial aprés filtration a 100 nm. @efilus grande quantité de colorant
récupérée s’explique probablement par sa plus gréwydrophobicité, avec un segment de
propyléne oxyde (hydrophobe) deux fois plus grand kg Pluronic F68 (65 monomeres au
lieu de 29).

V.1.3. Influence du composé hydrophobe sur l'efficaté du procédé

Le procédé a éteé testé avec succes pour diffécntsnophores hydrophobes (figure
V-7) ayant une bonne solubilité dans le chloroforetdes deux Pluronic précédents. Des
spectres d’absorption ont été réalisés pour détemres concentrations en chromophore
apres filtration & 5 et 0,1 um. Les spectres d’gligsm et d’émission des émulsions diluées

sont montrés sur la figure.
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Figure V-7. Structure des chromophores utilisées ; Spectraissdiption et d’émission des
produits en émulsion

Les résultats présents sur le tableau V-1 mongreata nature du chromophore n’influe pas
sur I'efficacité du procédé. On retrouve dans tesitcas environ 90 % du produit apres

filtration a 100 nm en utilisant le Pluronic F12726 % avec le Pluronic F68.
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filter Average amount of recovered dye (%)

diameter P, P P, P, Ps Ps
(um) F68 F127 F68 F127 F68 F127
5 97 99 92 98 98 95
0.1 25 95 24 92 13 91

Tableau V-1 Pourncentage de chromophore présent en solution
apres filtration mécanique a différents diameétres

La structure du colorant utilisée pour la réalmatides marqueurs n’influe pas sur le
rendement d’incorporation du produit dans les RliroLe procédé peut donc s’'appliquer a

un grand nombre de chromophores hydrophobes aysntsalubilité dans le chloroforme
(>20g.1Y).

V.1.4. Caractérisation des marqueurs par diffusiorde la lumiere

La taille des émulsions obtenues avec les dewoiRilua été mesurée par diffusion de
la lumiere (DLS). Les graphiques de la figure V-8miment la distribution en taille des deux
émulsions apres filtration a 5 um ou 100 nm aeePluronic F127 ou le Pluronic F68. En
effet, en filtrant & 5 um, les graphiques de DL&ignent que pour le Pluronic F68 seuls 20 a
25 % des objets ont une taille inférieure a 100 Rour le Pluronic F127, on retrouve plus de
90% d’objets de taille inférieure a 100 nm. En tgneompte de la quantité de colorant
retrouvée dans I'émulsion apres filtration a 100 poorr les deux Pluronic, on montre ainsi

gue le colorant est bien présent a I'intérieurmalles en fin de procédé.
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Figure V-8. Distribution en taille des émulsions apreés filbata 5 um ou 100 nm avec le
Pluronic F127 ou le Pluronic F68

V.2. Choix du chromophore et caractérisation speobscopiques

V.2.1. Chromophores a forte section efficace d’absation a deux photons

Pour une utilisation en microscopie biphotoniqu&iiro, il est important d’utiliser des
chromophores ayant une émission de fluorescentisnt la plus proche possible de la
partie rouge du spectre visible Il est aussi impdrique le fluorophore possede une forte
section efficace d’absorption a deux-photons eB808 et 900 nm et un bon rendement
guantique de fluorescence.
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Figure V-9. Structures des chromophores a forte section e#fidéabsorption a deux photons
utilisés. 1 :dérivé de di-stiryl benzéne, 2 déded’anthracéne

70



Deux molécules hydrophobes spécialement syntledtiggour avoir de bonnes
propriétés de fluorescence a deux photons ont &tdiéés ici (figure V-9). Ces deux
molécules sont des molécules symétriques de tysl-push. Ce sont des chromophores
guadripolaires de type donneur/accepteur/donneut-fbr-D). Le composé 1 est un dérivé
de di-stiryl benzéne synthétisé par I'équipe dehSdarder’. Il est constitué de deux
groupements diphénylamine (donneurs) reliés papamt distiryl benzene sur lequel on a
substitué deux groupements nitriles (acceptedrgpdséde une section efficace d’absorption
a deux photons de 730 GM a 825 nanométres dansluéng’ et une émission de
fluorescence dans le jaune (maximum a 520 nm).eGuettlécule ne posséde pas un bon
rendement quantique de fluorescence en milieu dily& % dans le toluéne) mais est trés
fluorescente a I'état solide. (sous forme de poudtette propriété peut s’avérer essentielle
dans le cas de la formation d’agrégats solides tamseur hydrophobe des micelles. Des
mesures ont été également réalisées dans le atMor®fpour ce composeé. Son rendement de

fluorescence est toujours faible (environ 2%) etseation efficace d’absorption a deux

photons est de 920 GM a 800 nm (figure V-10).
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Figure V-10. Spectre d’absorption a deux photons du composéng t Chloroforme (trait
plein). Pour comparaison, on peut voir le spectabgbrption a un photon normalisé (trait

pointillé)

Le composé 2 est également un systéeme de typbBeD. Il a été synthétisé par le
groupe de C. Andraud et possede également une lsaatien efficace d’absorption a deux
photons dans la fenétre de transparence des mitielogiques (520 GM a 810 nm dans le

chloroforme, figure V-11). Contrairement au compasé&ette molécule est tres fluorescente
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guand elle est dispersée dans le chloroforme (readeproche de 100%) mais n’est pas du

tout fluorescente a I'état solide. Elle émet uneoiftscence plus rouge que le composé 1
(maximum a 560 nm contre 525 pour le dérivé deargisgienzene).
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Figure V-11. Spectre d’absorption a deux photons du composig & Chloroforme (trait

plein). Pour comparaison, on peut voir le spectbgbrption a un photon normalisé (trait
pointillé)

V.2.2. Influence du procédé sur les propriétés déuorescence des chromophores

En utilisant ce procédé, on obtient aprés évapmratu chloroforme une grande concentration
de chromophore au coeur des micelles. En utilisanplironic F68, dont les segments
hydrophobes sont plus courts, on obtient méme piebeent des agrégats. L’environnement
de la molécule en fin de procédé va modifier ceppetes de fluorescences. Les spectres
d’absorption et d’émission des deux composeés antézlisés en émulsion (figure V-12) et
les rendements quantiques de fluorescences ontesérés (tableau V-2).

Pour les deux composés, on observe un décalatzefilmrescence du chromophore
en émulsion vers la partie rouge du spectre visibds spectres d’absorption sont eux peu
sensibles a I'environnement de la molécule. Daasdkux cas, le décalage sur les spectres
d’émission est plus important dans les micellesPtigonic F68 que dans les micelles de
Pluronic F127. Ces molécules a fort transfert dargh sont généralement sensibles a la
polarité de leur environnement. Classiquement,slepectres sont décalés dans le rouge

guand la polarit¢ augmente. Ces changements deudang d'onde d’émission de
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fluorescence peuvent également s’expliquer paedgslements entre chromophores dans les
micelles. La figure V-13 montre I'émission de flescence de poudre de composé 1,
fluorescent a I'état solide. On peut voir que I'ésmdn de la molécule & I'état solide est
eégalement décalée par rapport a I'émission du prodns le chloroforme, et son spectre est
tres proche de celui mesuré a l'intérieur des ri@sale Pluronic F68.
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Figure V-12. Spectres d’absorption (traits pleins) et d’émissie fluorescence (pointillés)
du composé 1 (en haut) et du composé 2 (en bas)diftérents environnements (CHG33n
noir, émulsion avec le Pluronic F68 en bleu et &mulavec le Pluronic F127 en rouge).

73



1,04

—— Chloroforme
—— PluronicF127
—— PluronicF68

Poudre

0,84

Fluorescence normalisée (u.a.)

T T
550 600
longueur d'onde (en nm)

Figure V-13. Comparaison de I'émission de fluorescence du cesfiaen poudre par rapport
aux précédents environnements

Cette probable agrégation des chromophores modifjalement beaucoup les
rendements quantiques de fluorescence (figure V-CiBssiquement, la fluorescence des
chromophores est trées sensible a leur concentratoencore plus a l'agrégation. Les
interactions entre chromophores vont généralememgmanter les probabilités de
désexcitation non radiative faisant chuter le emnent quantique de fluorescence. Dans le
cas de l'agrégation, la fluorescence disparait igéeent a cause des empilementsentre
molécules. C’est le cas du composé 2. Malgré uderment quantique de fluorescence de 100
% dispersé dans le chloroforme, son rendement plastque de 35 % dans les micelles de
Pluronic F127 et est proche de 0 % dans les mgalke Pluronic F68. Cette chute du
rendement peut s’expliquer par la concentratiorclemomophore localement importante au
coeur des micelles. Dans le cas du Pluronic Feljdaescence quasi nulle du composé peut

s’expliquer par une probable agrégation du chrorooph

Le comportement du composé 1 differe. A l'inverges dhromophores classiques, il
est fluorescent a I'état agrégé ou cristallin nsais rendement quantique de fluorescence est
assez faible dispersé en solution. Dans ce cafludaescence du chromophore est plus

importante dans les micelles que dispersé dartddeoforme.
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Figure V-14. Diagramme représentant I'évolution des rendementantique des deux
composés en émulsion par rapport au rendementiquarttans le chloroforme

Ces résultats montrent I'importance de I'environeamfinal des chromophores sur leurs
propriétés de fluorescence. En utilisant le Plurdf68 pour le procédé de microémulsion il
est nécessaire d'utiliser des chromophores fluerdgsca I'état solide a cause de la probable
agrégation du chromophore a l'intérieur des miselleans le cas du Pluronic F127, les
segments hydrophobes plus longs permettent sante dme meilleure dispersion du

chromophore dans les micelles.

A max A max
composé environnement d'absorption d'émission n
CHCl, 495 561 100%
dérivé de l'anthracéne PluronicF68 495 591 <0,1%
PluronicF127 496 572 35%
CHCI, 441 525 2%
dérivé de distryl benzene PluronicF68 444 545 12%
PluronicF127 448 537 10%

Tableau V-2. Longueurs d’onde des maximums d’absorption et @gion et rendement
guantique de fluorescence des deux composés dadsfégents environnements
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V.2.3. Choix du dérivé de di-stiryl benzene

Les essais en imagerie a deux photons ont étéifdiidzlement avec le Pluronic F68. Le
dérivé de distryl benzene a été choisi pour seadmpropriétés de fluorescence a I'état solide
et ses bonnes propriétés d’absorption a deux pbotdne section efficace d’absorption a
deux photons de 1800 GM a 820 nm a été mesurédeakmnscelles de Pluronic F68 (figure
V-15).
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Figure V-15. Spectre d’absorption a deux photons du composériks des micelles de
Pluronic F68 (trait plein). Pour comparaison, ontp@ir le spectre d’absorption a un photon
normalisé (trait pointillé)

La durée de vie du chromophore a été mesurée. @uve un déclin de fluorescence multi
exponentiel de la fluorescence avec une composapige (0.345 ns) et une composante plus
longue (1,187ns). Ce comportement complexe peupktpier par le manque d’homogénéeité
du systéeme avec différents environnements pourctesmophores. Pour comparaison, un
déclin de fluorescence mono exponentiel de 0,078shsnesuré pour la molécule dispersée

dans le chloroforme.
V.3. Résumé
La solvatation de composés hydrophobes peut s’mbimectement en les ajoutant a une

solution aqueuse de Pluronic. Cependant le prodédgicroémulsion permet d’'incorporer de

plus grande quantité de colorant dans des micadldailles inférieures a 100 nm. L'efficacité
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du procédé dépend seulement du type de Pluronitogénpt il peut étre utilisé pour la plus
part des molécules hydrophobes ayant une bonnbil@uwans le chloroforme. On a pu voir
gue les propriétés de fluorescence des chromopliames les micelles sont différentes de
celles des chromophores dispersés dans un solkgentique. Il faudra choisir de préférence
des molécules fluorescentes a I'état solide poterobdes marqueurs brillants. La structure
exacte des micelles n'est pas connue. On peut dapesupposer que lors du procédé, les
chaines hydrophobes du Pluronic (PO) se regroupententres des micelles en solvatant le
composé hydrophobe et ou des agrégats tandis guehi@nes hydrophiles restent en
périphérie des objets.

On obtient des concentrations allant de 0,1 &0 3en fluorophore dans des solutions
aqueuses de Pluronic (10 & 20 .l En comparaison, les solutions de Dextrans
fonctionnalisés utilisées classiquement pour lgdiegtions d'imagerie de la vascularisation
sont composées d’environ 1 §.én chromophore (Fluorescéine ou Rhodamine B) raff
100 g.I' de Dextran. Les micro-émulsions de Pluronic nenegtent donc pas d’obtenir des
concentrations aqueuses de colorant aussi éle@épsndant, la forte efficacité en absorption
a deux photons du dérivé de di-stryl benzene (I800contre environ 10 a 100 GM pour les
chromophores conjugués aux Dextrans) permet de ensep cette plus faible concentration.
L’efficacité globale pour une utilisation en miccopie a deux photons est donc au final
comparable pour les deux types de solutions avecquantité de matiere 10 fois moindre

dans les émulsions (10g.€n Pluronic contre 100g.len Dextran).
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Chapitre VI. Validation en imagerie du petit animal, comparaison

aux Dextrans fonctionnalisés

L’efficacité globale (concentration, absorption @deux-photons, et rendement
guantique de fluorescence) des émulsions obterasesc le Pluronic F68 et le dérivé de
distryl benzéne étant comparable a celle des Dextcanjugués utilisées classiquement en
imagerie du petit animal, on peut envisager uniégsation in-vivo. Pour avoir un intérét, les
marqueurs a base de Pluronic doivent permettre agj@n (a puissance laser égale) la
vascularisation a des profondeurs comparablesl@sdetagées avec ces Dextrans, avec une
coloration homogene et stable sur plusieurs he@eslernier point est important dans le cas
de notre approche. Le chromophore n’est pas lectiment aux micelles et peut étre relargué
dans le sang.

La caractérisation in-vivo des marqueurs a étée faians un premier temps en
imageant la vascularisation cérébrale saine chesolais. Les marqueurs ont ensuite été

utilisés pour imager la vascularisation en enviemant tumoral.
VI.1. Imagerie profonde dans le cerveau sain

L'imagerie de la vascularisation cérébrale cheadaris est un bon moyen de comparer
I'efficacité des marqueurs in-vivo. La dure-mérd #se et peu opaque permettant une
observation profonde dans les tissus. Chez un afewae (moins de 2 mois), au cortex peu
diffusant, la profondeur d’observation peut allasqu’a 600 pm avec notre dispositif en
utilisant des Dextrans fonctionnalisés. Cependaatte profondeur se dégrade assez vite chez
les animaux agés, aux tissus plus denses. Enauntildes souris de méme age on peut donc
comparer I'efficacité des marqueurs en comparanptefondeurs maximales d’observations.
Cependant, chez des souris identiques (age, ty@e) @8n méme colorant, on observe des
variations sur cette profondeur d’'un individu auti@. Il est donc important de répéter
'expérience sur plusieurs souris par colorant palotenir une efficacité moyenne.
L’expérience a été réalisée sur 3 souris OF1 @samaines, Charles River Laboratories,

Lyon, France) et 3 Balb/c (6 mois, Charles Rivebbdratories, Lyon, France) par colorant.
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VI.1.1. Protocole expérimental

» Chirurgie :

Pour ces expériences, les souris ont été anesthgsa@ inhalation continue d’isoflurane dans
un mélange gazeux de; ®N,O (30% / 70%). Ce type de mélange est courammdigéut
pour I'anesthésie des mammiféres de petites talllpgrmet 'anesthésie sur des temps assez
longs (quelques heures) et diminue les mouvemestsratoires facilitant ainsi I'acquisition

d’'images.

Préalablement a la chirurgie, I'anesthésie estiiaden mettant I'animal dans une cage
étanche dont l'air contient 5% d’isoflurane. Unésfbanimal anesthésié, il est placé sur un
cadre stéréotaxique. L'anesthésie est alors prémag’aide d’'un masque situé sur le museau
de I'animal délivrant de lisoflurane a environ 2 ¥a température est maintenue a 37 °C par
une circulation deau chaude située sous l'animiad cadre stéréotaxique permet
d'immobiliser la téte de I'animal au moyen de ddwatres bloquées sous les bas-joues pour
s’affranchir des mouvements génants en chirurgieeretimagerie. Il permet aussi une
orientation de la surface du crane de l'animal danigre a optimiser ensuite le

positionnement sous le microscope.

On incise alors la peau sur le sommet de la tét&adenal de maniere a mettre a nu son
crane. On realise ensuite une craniotomie d’envd@3 mm de diameétre sur le sommet du
cortex pariétal gauche de I'animal a l'aide d’'umeide dentaire. Une fois l'os retiré, une
goutte de sérum physiologique est déposée de meamniegmpécher le desséchement. La
craniotomie peut donner lieue a des hémorragiesapndent par la suite 'imagerie de la
vascularisation impossible. La chirurgie doit dogice réalisée avec précaution et il est
nécessaire de stopper tout saignement avant dénjée colorant. Pour pouvoir immerger
I'objectif du microscope, un joint torique est fiséitour de la craniotomie afin de maintenir

I'’étanchéité.
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* Imagerie :

Avant I'imagerie, on a injecté 100 d’une des solutions suivantes par une veine dpi¢aie
de la souris :

- Emulsion a base de Pluronic F68 : 0,1 g/l de mlmghore dans une solution saline a
20 g/l en Pluronic

- Emulsion a base de Pluronic F127 : 0,4 g/l demlmphore dans une solution saline
a 10g/l en Pluronic

- Rhodamine-B isothiocyanate Dextran 70 kDa (SigmBE)Omg/ml dans du sérum
physiologique.
Apres l'injection, I'animal est positionné sous r@croscope et I'objectif & immersion est
amené a la verticale de la craniotomie. On réaismiite une premiére mise au point grace a
une lampe a mercure couplée au microscope avdander le scan par le laser.
Le microscope est composé d'une téte de scan BiddrC 1024) couplée a microscope
droit (Olympus BX50WI). L’excitation laser a étéafisée a 800 nm a l'aide d'un laser
femptosecond Ti :sapphire (Spectra-Physics, Mélevj focalisé a travers un objectif 20x a
immersion (NA = 0.95, Xlum Plan FI Olympus). Po@saexpériences, la fluorescence a été
collectée sur un seul photomultiplicateur (PMT)tpgg par un filtre pour le laser (BG39,
Schott Glass—Jena, Allemagne).
Des plans de 512 x 512 pixels sont scannés pemhdtaquisition d'images de 600 x 600
um a la vitesse de 0,9 images par seconde. Lativaride la profondeur d’observation est
réalisée par la translation de I'objectif a I'adlen moteur pas a pas.

L’'analyse et la reconstruction des images a été fair I'intermédiaire du logiciel ImageJ.

VI.1.2. Efficacité des marqueurs in-vivo

Les profondeurs maximales imagées sont les ménrés agection d’émulsion a base de
Pluronic F68 ou de Rhodamine-B Dextran. Dans lex das, chez des souris OF1 agées de 6
a 7 semaines, la vascularisation a pu étre obs@ugga'a des profondeurs de 500 a 600 um
sous la dure-mere. La figure VI-1 montre une comigan entre deux séries dimages
réalisées jusqu’a 600 um sous la dure-mére apj@dion de I'un ou l'autre de ces colorants.
Dans les deux cas, le signal est perdu au-delattke grofondeur limite.
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Figure VI-1. Reconstruction d’images obtenues a partir de 124gés de 600 x 600 pum
collectées jusqu’a 600 pm sous la dure-mére apjestion de 100 ul d’émulsion a base de
Pluronic F68 (a gauche) ou apres injection de @ RhodamineB Dextran (a droite).

On peut voir sur la figure VI-2 la différence enkedficacité des marqueurs obtenus a base de
Pluronic F68 par rapport & ceux obtenus a basduderfc F127. Apres injection d’émulsion

a base de Pluronic F127, plus concentrée en calorais moins efficace en fluorescence que
I'’émulsion a base de Pluronic F68, la vasculaisati’'a pu étre imagée qu’a des profondeurs
de 300 a 400 pm chez des souris de méme age.

Opm 100 um 200 ym 300 uym 400 ym 500 um
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Figure VI-2. Séries d'images prises a différentes profondeuns d&a cortex aprés injectioin
de 100 pL d’émulsion a base de Pluronic F68 (ent)haw aprés injection de 100 pL
d’émulsion a base de Pluronic F127 (en bas)

Les mémes expériences ont été menées sur des 8alibkc de 6 mois. La profondeur

d’observation sous la dure-mére a alors été linditd880 um.
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VI.1.3. Evolution du marquage dans le temps

En plus détre efficaces, il est important que haarqueurs permettent d’obtenir une
coloration homogéne et stable dans le temps. Pénérgliser leur utilisation in-vivo, les
micelles doivent circuler correctement a lintériedes vaisseaux et permettre d'imager la
vascularisation sur des temps relativement longwirf@ 1h). Des stacks de 61 images
espacés de 5 um sous la dure-meére ont été rétliges les 10 min pendant 1 heure aprés
injection d’émulsion a base de Pluronic F68 ou tieddamine-B Dextran 70 kDa. Le volume
imagé se décalant dans le temps a cause des maugedeel’animal, la fluorescence d’une
zone de vaisseaux spécifique (400 um x 250 umrsei€épaisseur de 30 um) a été quantifiée
sur chaque stack a 'aide du logiciel ImageJ.

20 min 40min

= RhodamineB-Dextran
4 Pluronic nanoparticles
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BOWHM

60 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
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Fluorescence Intensity (%)

B8 min

Figure VI-3. Images prises a une profondeur de 50 um sousfcewlu cortex a différents

temps aprés linjection de 100 pL d’émulsion a bdsePluronic. En insert, le graphe
montrant I'évolution du signal de fluorescence densemps aprés injection de dérivé de
distryl benzene dans le Pluronic F68 ou apréestiojede rhodamineB-Dextran

La figure VI-3 montre une zone spécifigue imagée caurs du temps aprés injection
d’émulsion a base de PluronicF68. Le graphe emtimsdique la décroissance du signal de
fluorescence moyen provenant de l'intérieur dessedux. On peut voir qu’apres 60 min, on

observe encore un excellent contraste sur les isnayec encore 85 % du signal de
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fluorescence initial. Les mémes observations oatfa@tes apres injection de Rhodamine-B
Dextran 70 kDa (insert de la figure VI-3).

Ces résultats montrent un bon comportement ciraindatiu chromophore dans le sang
avec aucune diffusion observée dans le cortex. fuite des marqueurs a travers les
vaisseaux ou une accumulation spécifique dansitgriasus engendrerait une chute rapide
du signal de fluorescence. Il n'est cependant pakiegue le chromophore puisse diffuser a
travers les micelles ou soit relargué. Certainedax montrent que les colorants hydrophobes
incorporés dans les micelles peuvent se lier atda environnements lipophiles présents

dans le sang et ainsi continuer a circuler.

VI.1.4. Mesures du volume sanguin

Une coloration uniforme et un bon contraste pemmetaussi de réaliser des mesures de
volume sanguin relatif (volume sanguin total / voide I'échantillon). Des mesures ont été

faites sur les précédentes images d’aprés la méttéctite par Vérant et &.

* Traitement d'images :

Pour chaque stack, les images de 0 a 50 um salusdamere ont été supprimées pour éviter
les vaisseaux superficiels de I'espace sous-aradiemogénant a la mesure. Le bruit de fond
et les pixels saturés dus aux artefacts ont étéitensnlevés avec le logiciel ImageJ
(algorithme « rolling ball » avec un rayon de 30 .uRour pouvoir appliquer ensuite la
meéthode de calcul de volume sanguin relatif, it &affranchir de la perte de signal dans les
vaisseaux due a la profondeur d’observation. Lfiste de fluorescence de chaque image est
alors normalisée (de 0 a 255 niveaux de gris) dlisant un vaisseau plongeant dont
l'intensité est maximale (que I'on fixe a 255 niugade gris sur chaque image). Pour finir,
une Z-projection moyenne des images est réalisgd’iiBage obtenue, le volume sanguin est
proportionnel a la somme des intensités des piXxefs.peut voir sur la figure VI-4, un
exemple de traitement réalisé sur un stack obtgrarta de NP-PluronicF68. La fleche rouge

montre le vaisseau plongeant ayant servi a la ngatian des images.
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Figure VI-4. Z-projection d’'une pile d'image normalisée utiliggeur une mesure de volume
sanguin relatif dans le cortex. La fleche rouge mm®non vaisseau plongeant utilisé pour la
normalisation des images.

Le tableau VI-1 présente les differentes mesueesalume sanguin relatif réalisées a partir
des précédent stacks. Chez des souris OF1 deséradnes, un volume sanguin relatif de 2,4
+ 0,5 % (écart type) a été mesuré en utilisantiie=lles de PluronicF68. Avec un marquage
a la RhodamineB-Dextran 70 kDa, un volume de 2083t% a été trouvé. Un volume relatif

plus important (2,7 £ 0,3 %) a été mesure surdesis de type Balb/c agées de 6 mois.

Volume sanguin relatif (%)

Mouse type Age NP-PluronicF68 RhodBDextran
OF1 7/8sem 2,6 -
OF1 7/8sem 2,5 -
OF1 7/8sem 2,1 -
OF1 7/8sem 3,1 -
OF1 7/8sem 1,9 -

BalbC 6mois 2,7 -
BalbC 6mois 2,5 -
BalbC 6mois 2,7 -
BalbC 6mois 2,7 -
OF1 7/8sem - 2,1
OF1 7/8sem - 2,1
OF1 7/8sem - 2,6

Tableau V-1.Résultats des différentes mesures de volume sangglisées

Les mémes volumes relatifs obtenus en utilisant&s< types de marqueurs indiquent une
répartition homogene du colorant a I'intérieur gdasseaux, comparable & celles des Dextran
fonctionnalisés. Ces mesures sont également endaes@c les données publiées dans la

littérature®®
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VI.2. Imagerie en environnement tumoral

Comme on I'a vu dans les chapitres Il et Ill, denboeux traitements anticancéreux ont pour
cible la vascularisation tumorale. L'imagerie a xi@hotons des vaisseaux de la tumeur
permet de valider l'efficacité de ces traitementsivo et de mieux comprendre leurs
mécanismes. Cependant, la vascularisation tumeétal® plus permeéable, il est nécessaire
d’utiliser des marqueurs de poids moléculaire irtguar pour éviter la fuite du colorant et
I'accumulation dans les tissus environfénPour valider, I'utilisation des micelles de
PluronicF68 pour imager l'architecture vasculaiwenorale, les marqueurs ne doivent pas
diffuser a travers la paroi des vaisseaux. Comneéatd#ans la partie 1.3, le modele principal
pour lI'observation de la vascularisation tumoralevivo consiste a implanter des cellules
cancéreuses dans une fenétre dorsale. Cependapguse de fenétre dorsale est délicate a
réaliser et assez traumatisante pour I'animal. &@eriences préliminaires ont donc été faites
ex-vivo sur des tumeurs sous-cutanées. La greffardeur en sous-cutané est un modeéle plus
simple a mettre en ceuvre et permet de se fairedéeedu comportement des marqueurs en

présence d’'un environnement tumoral.
VI.2.1. Imagerie de I'environnement tumoral ex-vivo
VI1.2.1.1. Protocole expérimental

Préalablement a l'implantation de la tumeur lesrisoSwiss nude, Charles River
Laboratories, Lyon, France) ont été anesthésiéas dae atmosphére a 5% d’isoflurane.
Ensuite, environ T0cellules (gliomes F98) dans 100 pl ont été im@estde maniére sous-
cutanée dans la cuisse supérieure de I'animal.Rugnuris est mise en stabulation 15 jours
jusqu'a obtenir une tumeur d’environ 50 & 100 inm

Avant I'imagerie, 10Qul d’émulsion a base de Pluronic F68 et de dérwd@lidtryl benzene
ont été injectés par une veine de la queue deulass®@uatre heures plus tard, I'animal a été
sacrifié de maniére a pouvoir imager dans la cussss étre géné par les mouvements. Une
incision de la peau (tres diffusante) a ensuiteféité au dessus de la tumeur avant de la
placer a la verticale de I'objectif. La configuti du microscope qui a été utilisée est

similaire a celle décrite dans la section VI.1.1.
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VI.2.1.2. Résultats et discussion

On peut voir sur la figure VI-5 que 4 heures apiiegction de I'émulsion, on retrouve une
coloration importante dans les vaisseaux en péiphde la tumeur. Ces vaisseaux
apparaissent dilatés, mais le colorant est enc@sept en concentration importante dans le
sang. On observe également de nombreuses cathalegiées par le colorant en périphérie
de la tumeur. Ces cellules sont trés probablemesitnthstocytes. Ces cellules interviennent
généralement en réponse a une proliféeration tumoml a l'angiogénese et captent

apparemment le chromophore a la surface des tumeurs

Figure VI-5. Z projections de 50 images espacées de 5 um misegriphéries de tumeurs
(gliomes F98) implantées de maniéere sous cutangedis souris nude.
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VI.2.2. Imagerie de la vascularisation tumorale erfienétre dorsale

Compte tenu I'absence de diffusion des marqueuwssrabe 4 heures apres l'injection sur les
tumeurs in situ, les marqueurs ont été utilisésr poager la vascularisation tumorale en
fenétre dorsale. Ces expériences ont été faites gemiapplications de suivi de traitements
anticancéreux sur des modeles de cancer des poun@es traitements permettent
d’augmenter la perméabilité vasculaire et de dimida perfusion au niveau de la tumeur. La
microscopie bi-photon et l'utilisation de tumeurs fenétre dorsale permettent de suivre la
cinétique d’action et de voir les effets directs abs traitements sur les vaisseaux de la
tumeur. Cependant, pour pouvoir imager la vas@dtan sur des temps assez longs, il est
nécessaire d’utiliser des colorants non diffusiblegmagerie de la vascularisation d’'une
tumeur en fenétre dorsale a été réalisée suceessint en utilisant le dérivé de distryl
benzéne dans le PluronicF68 ou la RhodamineB-Dexita kDa pour mettre en avant le

caractére non diffusible des marqueurs a basewterit F68.

VI1.2.2.1. Préparation du modéle animal

Les animaux ont été anesthésiés par inhalationmeent’un flux gazeux (1,5 % isofluran, 30
% 02, 70 % Air) et placés sur une plaque chaufédint de maintenir une température 36-
37°C au cours de l'opération. La pose d'une fendtmsale (figure VI-6) est assez longue et
délicate a réaliser.
La peau est épilée au niveau du champ opératdieéd@ d’'une creme dépilatoire. Ensuite,
'animal est suspendu a une potence a l'aide deefisuture en soie pour tendre la peau. On
stérilise alors la plaque arriere de la fenétresaler dans un bain d’alcool. La plaque arriere
est ensuite suturée a la peau grace a des perfgaiiévues a cet effet. A l'aide de ciseaux a
bouts recourbés, une incision circulaire d’appratimement 1.5cm de diamétre est réalisée
sur la face avant de la peau. Aprés le retraitadpelau, I'aponévrose du second feuillet de
peau est délicatement incisée. La face avant dedmbre est ensuite posée et serrée a la face
arriere grace a des vis et des écrous. Un antjpieten pommade (fucidine) est déposé. La
fenétre est ensuite remplie avec du liquide phggigue (NaCl 0.9%) et une lamelle de
guartz est déposée avant d'étre bloquée a l'aigleedbague adaptée.

Vingt quatre heures aprés la pose de la fenétsalinries animaux ont été a nouveau

anesthésiés. La lamelle de quartz a été retirégestcellules cancéreuses ont été déposées a
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proximité d’'un vaisseau. Les tumeurs se sont emsléveloppés 14 jours (figure VI-7) avant

de procéder a I'imagerie.

Figure VI-6. Dessin représentant une fenétre dorsale sur wmis so

Injection de cellules
cancéreuses

Figure VI-7. Développement de la tumeur dans une fenétre @oapaés injection de cellules
de cancer des poumons

VI1.2.2.2. Résultats

On peut voir sur la figure VI-8a la vascularisatimmorale imagée 30 min apres injection
d’émulsion a base de PluronicF68. Aucune diffusiancolorant n’est observée avec un bon
contraste entre le fond et les vaisseaux fonctisnte la tumeur. La figure VI-8b montre la

méme zone 30 min apres injection de RhodamineB+Bext0 kDa. Le contraste a été perdu

da a la diffusion du colorant dans I'espace extsautaire.

Cette différence s’explique probablement par las gtande taille des nanoparticules

de Pluronic (20 a 100 nm). En comparaison, la Rmha@B-Dextran 70 kDa a un rayon
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hydrodynamique d’environ 8 nm. Il est néanmoinsncoque les micelles peuvent diffuser a
travers la paroi des vaisseaux sanguins des tum€epgendant, I'utilisation d’émulsion a
base de Pluronic F68 et de dérivé de distryl bezisrenet d'imager le volume sanguin
fonctionnel sur des temps assez longs (environ sHms étre géné par la diffusion du
chromophore dans les tissus. D’autres investigatgur des temps plus longs montreraient
peut étre une accumulation du colorant dans Isgdide la tumeur. On peut noter également
gu'il existe des Dextrans de poids moléculaire @ievé (jusqu’a 500 kDa) dont la diffusion
dans les tumeurs est plus Iefiteependant, leur solubilité et leur efficacitéfhimrescence

est moindre que celle des Dextran 70 kDa.

200 pm

Figure VI-8. Images de la vascularisation tumorale prise 30apnés injection d’émulsion a
base de Pluronic F6&)(ou de RhodamineB-Dextran 70 kD3 (

VI.3. Toxicité et excrétion

VI.3.1. Toxicité des marqueurs in-vitro

Des études ont été menées in vitro sur la toxda=te micelles a base de Pluronic. Différentes
culture cellulaires ont été incubées pendant 3lpr&sence de Pluronic F68 seul ou de
marqueurs a base de Pluronic F68. La mort celalaiensuite été quantifiée aprés 24 h par
cytométrie de flux en utilisant de I'iodure de pidipm. Des cellules n'ayant subi aucun
traitement et des cellules mises en présence ghatige pour provoquer leur mort cellulaire

ont également été testées comme contréle.
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Figure VI-9. Pourcentage de mort cellulaire mesuré par cryéendtr flux sur des cellules
EL4 ou Baf3. Les cellules ont été incubées pendharen présence de Pluronic F68 (2% w/v)
ou d’émulsion & base de Pluronic (28¢eh Pluronic, 0,1 g4 en chromophore). L’apoptose a
été quantifiee apres 24 h par cytométrie de flux.cantrole les cellules ont été incubées en
présence de cisplatine.

Sur les deux types cellulaires étudiés, aucunecitéxides micelles de Pluronic n'a été

observée

VI.3.2. Excrétion du colorant

Différents organes des animaux utilisés précédermmenété observés apres sacrifice. Les
poumons, le foie et les reins ont alors été prél@ta@mmergés dans le sérum physiologique
pour permettre leur observation sous le microséogeux-photons. On peut voir sur la figure
VI-10 les images relatives aux différents orgarless figures VI-10a et b montrent la

répartition du colorant dans le foie environ lheapees injection des micelles de Pluronic.
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On observe une accumulation du colorant en dehess vdisseaux sous forme de gros
agrégats. Les mémes observations sont faites daiqumons (figure VI-10c et d).Dans les
reins, figure VI-10e et f, le colorant semble &bsté intravasculaire.

Figure VI-10. Analyse de différents organes apres sacrifice diaimal 1 heure aprés
injection de coloranta, b. Images prises dans le fo®.d. dans les poumons et f. dans les
reins
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La stabilité du signal de fluorescence dans le &logs de I'imagerie montre qu’aucune fuite
ou accumulation spécifique du colorant n’a lieu pesmiéres heures suivant l'injection. La
présence d'agrégats dans le foie peut s’expliquer la porosité de la vascularisation
supérieure a la taille des micelles. Des étudedesitemps plus longs ou avec une vision plus
globale des organes de I'animal devraient étre mepéur connaitre les voies d’excrétion du

colorant.

VI.4. Résumé et discussion

Les nanopatrticules a base de Pluronic et de déevdistiryl benzene permettent d’imager
efficacement la vascularisation saine et tumorgle.environnement sain, elles permettent
d’obtenir un marquage homogene et similaire a adtenu avec la RhodamineB-Dextran 70
kDa. On peut imager a des profondeurs comparabls{m) et sur des temps aussi longs (>
lheure) avec chacun des marqueurs. En environnetmerral, les micelles de Pluronic
permettent au chromophore de rester intravascalauecontraire de la RhodamineB-Dextran
70 kDa qui diffuse a travers les parois de I'endbtim vasculaire. Cette aptitude rend les
marqueurs a base de Pluronic intéressants pouwadaéne du volume sanguin fonctionnel des
tumeurs en microscopie bi-photon. On peut aindisérale suivi de la vascularisation lors de
la croissance tumorale ou de traitements anti-yases sans étre géné par la diffusion du
colorant dans les tissus de la tumeur.

D’une facon plus générale, [l'utilisation des Bhic permet d’encapsuler de maniére
générique des colorants hydrophobes solubles @aokldroforme ne permettant pas d'étre
utilisés in-vivo. Une fois encapsulés dans les fid@sele dérivé de distryl benzéne utilisé ici
peut circuler sur des temps assez long dans lersgssanguin. Il est cependant connu que les
micelles ne sont pas stables. Les molécules dertuet le chromophore ne sont pas liées
entre elles de maniére covalente. Il est possildele chromophore soit relargué dans le sang
et capté par d'autres structures hydrophobes pesedans le sang.

Des études restent a mener pour mieux comprermirenent se comportent les
micelles et le deérivé de distiryl benzéne en présedu sang. Il faudrait également
approfondir le devenir du colorant dans I'animal das périodes plus longues pour voir si

son élimination est complete ou si son usage pedifiar la physiologie de I'animal.
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Chapitre VII. Application au transport de principes actifs

Comme on I'a vu, les micelles de Pluronic peuvenhyettre de solubiliser des chromophores
hydrophobes pour les transporter dans la vascatans On peut également s’en servir pour
transporter des molécules a vocation thérapeutiwpre des cellules pathologiques. Le
procédé de microémulsion a été utilisé ici avec plmotosensibilisateur hydrophobe de

maniére a le rendre utilisable pour des essaifhid®hérapie in vitro.
VII.1. Une molécule pour la photothérapie dynamiquea deux-photons

Une molécule pour la photothérapie dynamique asgtéhétisée par le groupe de Chantal
Andraud sur le méme modéle que le chromophore &ains la partie V.2. (figure VII-1).
Elle présente également une structure quadripokaiee deux groupements donneurs aux
extrémités et un squelette conjugué et ainsi unte feection efficace d’absorption a deux
photons. Contrairement au dérivé de I'anthracéffesaee en fluorescence, cette molécule
possede au centre un dibromobenzéne favorisanbtegrsions intersystemes (passage vers

des états triplets) et permettant la productioxyti@ne singulet.

Figure VII-1. Structure du dérivé de I'anthracéne a forte seatificace d’absorption a deux
photons (1) et du dérivé de dibromobenzene perntdiageéenération d’'oxygene singulet (2)

93



Le centre dibromobenzene modifie le rendement igamtle fluorescence. Il passe de 100 %
avec le centre anthracéne a 25 %. Il modifie égafentes spectres de la molécule. En
comparaison au dérivé de I'anthracene, I'absorpéiam photon est décalée vers les petites
longueurs d’'onde. Elle est maximum a 421 nm danshleroforme contre 513 nm pour la
molécule a base d’anthracéne. L’absorption a déaxgms est moins changée et reste dans la
fenétre de transparence des milieux biologiqueke &t de 570 GM a 730 nm pour le
photosensibilisateur et de 518 GM a 810 nm podelevé de I'anthracéne (figure VII-2).
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Figure VII-2. Spectres d’absorption a deux photons (trait pletrdn photon (pointillés) du
dérivé de dibromobenzene (noir) et du dérivé detliemcene (rouge) dans le chloroforme.

Un rendement quantique de production d’'oxygeneusatgle 50 % a été mesuré dans
le chloroforme pour cette molécule. L'oxygéne sieyuest une espéce tres réactive et peut
étre utilisée pour provoquer la mort de celluleganies. Cependant, la durée de vie de
I'oxygéne singulet dans les milieux biologiquestess courte (de 3 us dans I'eau a 100 ns en
présence de biomolécules). Ainsi, le rayon d'aadietioxygene singulet dans les organismes
vivants (<20 nanomeétres) limite les dégéats aux gorigadiées contenant des
photosensibilisateuts Pour pouvoir utiliser une molécule en photothéralynamique il faut
donc gu’elle puisse pénétrer a l'intérieur desutedl. Encapsuler ce photosensibilisateur dans
des micelles de Pluronic peut étre un bon moyesotigiliser la molécule et lui permettre de

s’accumuler dans les cellules.
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Comme on I'a montré pour le composé 1 dans le @teapi, on peut incorporer ce
photosensibilisateur hydrophobe dans des micekeBldronic. Les spectres d’absorption et
d’émission de fluorescence des deux molécules diéps dans les micelles de Pluronic F68
sont montrés sur la figure VII-3. On observe conpuar le dérivé de I'anthracéne une perte
de la fluorescence. Le rendement quantique dedhoence du photosensibilisateur passe de
25 % dans le chloroforme & moins de 1% dans leoRiaiF68. L'incertitude sur le rendement
dans le Pluronic F68 ne permet pas de mesurernéinent la section efficace d’absorption a
deux photons. On peut cependant mesurer la segfficace de fluorescence a deux photons
(o1pa.®@ avecd le rendement quantique de fluorescence). On pmusur la figure VII-4 que
la fluorescence a deux photons est 3 fois plus itapte dans le chloroforme que dans le
Pluronic F68. En tenant compte du faible rendemeantique de fluorescence (au moins 25
fois plus faible dans le Pluronic que dans le aflmme), la section efficace d’absorption a
deux photons du photosensibilisateur apparait jpiies €élevée dans le Pluronic. On peut voir
également sur les spectres normalisés que 'abigoratdeux photons est |égerement décalée
dans les micelles par rapport au chloroforme (marina 740 nm dans le Pluronic F68 contre

730 dans le chloroforme).
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Figure VII-3. Spectres d’absorption (trait plein) et d’emiss{pointillés) del (rouge) et2
(noir) dispersé dans les micelles de Pluronic F68.
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photons normalisés (en bas).
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VII.2. Transport dans les cellules in-vitro et phobthérapie

Les micelles de Pluronic sont ici un bon moyen ddulsliser efficacement le
photosensibilisateur hydrophobe dans un milieu dgigjue (ici un milieu de -culture
cellulaire). Cette molécule doit pouvoir ensuitacgumuler a l'intérieur des cellules. On peut
envisager différents mécanismes de pénétrationshdtosensibilisateur dans les cellules. I
peut par exemple étre relargué par la micelle kesrgarties lipophiles des cellules. On peut
également envisager que des micelles ou des umienBfuronic rentrent dans la cellule avec
le photosensibilisateur. Dans tout les cas, laatapt dans les cellules va dépendre du type de

systeme Pluronic-chromophore utilisé et du typtulzie.
VII.2.1. Captation par les cellules

La captation du photosensibilisateur a été étudiaes differents type cellulaires. La cinétique

d’internalisation de la molécule a été estimée écrancopie de fluorescence classique sur
des gliomes F98 (modele de tumeur cérébrale deLieé)mémes études ont été menées par
cytométrie de flux sur deux autres types cellufapeovenant de souris, des lyphome EL4 et

des cellules Baf3.
VII.2.1.1. Protocoles expérimentaux
* Culture cellulaire

Les gliomes F98 ont été cultivés dans un milieuwcdkure complet (DMEM GlutaMAX-I
contenant 10% de sérum de veau faetal, 4.3 dd_glucose, du sodium pyruvate, 1% d’'une
mixture d'antibiotiques (Penicilin-G & 10000 W/rat Streptomycin & 10 mg.rildans une
solution saline) et des acides aminés non esseiiB&\Whittaker)) dans un incubateur a 37
°Cet5%de C®

Les cellules EL4 et Baf3 ont été cultivées dansndiieu DMEM (Invitrogen Life
Technologies) complété par 6 % de sérum de veal {b@inza, Belgium) et de la gentamicin
a 10 pg/ml (Invitrogen). Le milieu des cellulesté én plus complété par 5% de milieu
conditionné par des cellules Wehi-3B. Les celldessont développées a 37 °C dans une

atmosphere humide a 7% en £0
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* Etude en microscopie

Ces études ont été faites a l'aide d’'un microsdopersé Zeiss Axiovert permettant une
observation en épifluorescence. Le microscope @sipé d’'un incubateur permettant de
maintenir la température a 37 °C et le CO2 a 5 %iaeau de I'échantillon. L'excitation a

été faite par I'intermédiaire d’'une lampe a vapéeimercure a arc court (HBO 100) couplée
a un régulateur de puissance. Un cube de fluoresc@ermet de séparer la lumiére
d’excitation (436 nm) de la fluorescence collect4®0 nm). Les images sont collectées par
une caméra numerique (1Mega pixels) et enregispaed’intermédiaire du logiciel Zeiss

Axiovision.

Pour I'observation de la biodistribution, les cidiiont été cultivées dans des supports
LabTek (Nunc). Elles ont été incubées 4 heuresrésepce de 40 uL d’émulsion a base du
composé 2 et de Pluronic F68 (0,1 mg:hein photosensibilisateur) dans 400 pL de milieu ou
24 h en présence d’émulsion & base de Pluronic f1,27mg.mL* en photosensibilisateur).
Des images de transmission ou d’épifluorescencemsiite été prises avec un objectif x100

a immersion a huile.

Pour I'étude de la cinétique de captation, lesutedl ont été incubées dans des boites
de Petri avec 200 pL d’émulsion a base du compadél@ Pluronic F68 dans 2 mL de milieu
de culture pour differents temps (10, 20, 30, 58Cmin). Des images de fluorescence ont
ensuite été prises a travers un objectif x10. Lantté de fluorescence présente dans le

cytoplasme des cellules a été déterminée en uitilisdogiciel Image J.

* Analyse en cytométrie de flux

La captation du produit dans les cellules EL4 otBBaété analysée grace a un cytrometre
(Canto I, BD Biosciences) en utilisant une exaata 405 nm et une détection a 450 nm.
Les cellules (5 10cellules par mL) ont été incubées pour différeletmps en présence
d’émulsion a base de composé 2 et de Pluronic K68eddix fois dans le milieu de culture
(concentration finale de 10 pg.Mlen composé 2). Pour chaque temps d'incubation, la

fluorescence de 10000 cellules a été enregistrée.
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VII.2.1.2. Résultats

Les expériences réalisées montrent que le photibdesageur solubilisé par les micelles de
Pluronic peut s’accumuler dans le cytoplasme ddkileg La figure VII-5 montre la
répartition du chromophore dans des gliomes F98sapptheures d’incubation en présence du
photosensibilisateur dans des micelles de Plufe®&ou 24 heures d’incubation en présence
du photosensibilisateur dans des micelles de RluflR7. Dans les deux cas, on observe de
la fluorescence dans le cytoplasme des gliomegddhvoir que le marquage est trés intense
avec les micelles de Pluronic F68 aprés 4 heuresubiation alors qu’un faible signal est
observé aprés 24 heures d’incubation en présemahmmophore dans le Pluronic F127.
Ces résultats peuvent s’expliquer par la différedteyydrophobicité des deux Pluronic. Le
Pluronic F68 plus hydrophile que le Pluronic F12&utp probablement relarguer plus
facilement le chromophore vers les parties lipashitles cellules. Cependant, des études
montrent que le Pluronic F68 peut rentrer dansacess cellules et s’accumuler dans les
endosomes et les lysosorffed| n'est pas exclu que le la différence de magguabtenue
avec les deux Pluronic puisse étre due a l'accuionladu Pluronic F68 solubilisant le

photosensibilasteur.

Pluronic F68
4 heures
d’incubation

Pluronic F127
24 heures
d’incubation

Figure VII-5. Images de gliomes F98 aprés 4 heures d'incubationpmsence du
photosensibilisateur dans le Pluronic F68 ou 1 jalincubation en présence du
photosensibilisateur dans le Pluronic F127. Trassion (a gauche), fluorescence (au milieu)
et superposition (a droite)
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La cinétique d’internalisation a été étudiée pauPluronic F68. L’'évolution du signal de
fluorescence cytoplasmique dans le temps a étéréeepour les gliomes F98 (figure VII-6).
On peut voir une internalisation du produit assagide dans I'heure suivant le début de
l'incubation. Cependant, I'accumulation continues@te au cours du temps. D’autres études
ont été faites en cytométrie de flux sur des cefllEL4 et Baf3. Le photosensibilsateur dans
le Pluronic F68 (0,1 mg.nit.dans du Pluronic F68 & 2%) a été incubé pourreifits temps
avec les cellules. Les cellules ont ensuite étédaet le signal de fluorescence moyen a été
mesuré sur environ 10000 cellules. Les résultatetm@e sur la figure VII-7 indiquent une
internalisation rapide dans les 20 premieres msyeis continue ensuite sur environ 3
heures.

La captation ne semble pas trop dépendre du tyfalaie et les mémes cinétiques
d’internalisation sont observées pour les cell@dked ou les cellules Baf3. Ces résultats sont
€galement en accord avec les observations faitesnieroscopie sur les gliomes F98.
L’incorporation du photosensibilisateur dans deseftes de Pluronic F68 permet donc une
accumulation rapide dans les cellules étudiées.
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Figure VII-6. Cinétique d’internalisation du photosensibilsatelans les gliomes
mesurée en microscopie.

Le dérivé de I'anthracene peut de la méme facam téansporté dans les gliomes F98. Des
images du chromophore dans les gliomes ont étéspeis microscopie a deux photons (figure

VII-8). Les images ont éte réalisées apres 4h dbation en présence du chromophore dans
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le Pluronic F68. On peut facilement imager lesutedl sans rincer le colorant présent dans le
milieu de culture. Comme pour le dérivé de dibroeraene, le chromophore est réparti de
maniére discrete dans le cytoplasme des cellulete Gépartition provient probablement

d’'une accumulation dans des vésicules présentedgéaieur du cytoplasme.
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Mean fluorescence (a.u.)

Figure VII-7. Cinétigue d’internalisation du photosensibilsatgams des cellules EL4
(carré noir) et dans des cellules Baf3 (triangkes)ymesurée en cytométrie de flux. En
bleu et en rouge on peut voir des contréles erséabe de colorant.

Figure VII-8. Z-projection de 10 images (interval de 2um) dergks F98 aprés 4 heures
d’incubation en presence du derive de I'anthraaares le Pluronic F68. Les images ont été
prises avec une longueur d’onde d’excitation de 820et une puissance laser de 20 mW
pour un temps d’acquisition de 0,9 secondes/image
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VII.2.2. Photothérapie dynamique

La répartition du chromophore dans les cellulesmeer d’envisager des essais de
photothérapie sur les gliomes F98. Les cellules été incubées en présence de
photosensibilisateur dans le pluronic F68 (10 mg'mans le milieu de culture) pendant 1
heure. Les cellules ont ensuite été rincées atiéisaa 436 + 10 nm a travers le microscope de
fluorescence avec une puissance de 2mV¥.@andant 5 minutes. 1 heure aprés l'irradiation,
la mort cellulaire a été révélée par de liodurepdepidium (1 uM pendant 1 minute). La

méme expérience a été réalisée sans le photodmaséerir comme reférence.

Photosensibilisateur

Reference

Figure VII-9. Images (objectif x10) de transmission (& gauchepeefluorescence (a droite)
de gliomes F98 1 heure aprés irradiation (300 J)ca 436 nm en présence de
photosensibilisateur ou sans photosensibilisateaférence). La fluorescence observée est
due a I'iodure de propidium présent dans les adlahortes.

On peut voir sur la figure VII-9 que lirradiatioen présence de chromophore
engendre une mortalité cellulaire importante surzéme irradiée. En comparaison, une
irradiation en I'absence de photosensibilisateudoene pas de mort cellulaire. L’évolution
du signal de fluorescence dans les cellules angggistrée au cours de l'irradiation. La figure
VII-10 montre que le signal de fluorescence déaleitmaniére trés rapide dans les cellules.
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On perd rapidement 80 % du signal en moins d’'unautai d’irradiation. Cette décroissance
rapide est probablement due a des phénoménes teblamzhiment indiquant la destruction

du chromophore par des espéces radicalaire ouetineat par I'oxygéne singulet.
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Figure VII-10. Photoblanchiment du photosensibilisateur & Ifieté des cellules.

VII.2.3. Résumé

On peut faire internaliser le photosensibilisateurle chromophore dérivé dans de
'anthracene dans différents types de cellulescdyatation de ces molécules dépend du type
de Pluronic utilisé et est maximum pour le PluroRi@8. Une internalisation rapide et
continue du produit a été observée sur les diffésetignées cellulaires étudiées. Cette
captation plus rapide pourrait s’expliquer par elargage plus rapide du chromophore par le
Pluronic F68 (plus hydrophile que le Pluronic F12@n peut également supposer que le
Pluronic rentre dans les cellules en méme tempslgyghotosensibilisateur. Des études
montrant une internalisation des molécules de RlarB68 dans les liposomes de certaines
cellules ont été réalisé8s

L’accumulation du photosensibilisateur dans le plgeme rend possible une
utilisation en photothérapie dynamique. Les réssiltdbtenus ici semblent encourageants et

permettent d’envisager des essais de photothéxaggex photons.
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Chapitre VIII. Perspective : Vectorisation des nangarticules

Comme on I'a vu dans le Chapitre Ill, La vectolimatdes nanoparticules par un peptide ou
un autre agent de ciblage peut permettre de cidemaniére spécifigue un certain type

cellulaire et ouvre un champ important d’applicasio

VIII.1. Fonctionnalisation des nanoparticules

On peut envisager une vectorisation des nanophkasicen modifiant les terminaisons des
Pluronic (figure VIII-1). La stratégie employée aonsiste a transformer les fonctions alcools
(-OH) situées aux extremités des segments hydexpbis Pluronic en fonctions aldéhydes (-
COH). Ce type de fonction en surface des nanopdesadoit permettre d’attacher ensuite de
maniére covalente un peptide ou un anticorps paetmédiaire d’une fonction amine (-NH

en formant une base de Shift.

Bloc hydrophile Oxyd_athn
des terminaisons
Bloc hydrophobe - 5
= =-0H m = -COH

Procédé de micro-
émulsion

Greffage du peptide

ou de I'anti-corps
D —————

Peptide ou

Com = Anticorps

H, "

Figure VIII-1. Stratégie de ciblage envisagée
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VIII.1.1. Oxydation des fonctions —OH des Pluronics

La premiere étape consiste a modifier les termimaisalcools des Pluronic. Pour cela,
on a utilisé le Dess-Martin periodinane (1,1,1-Getxy-1,1-dihydro-1,2-benziodoxol-3(1H)-
one). Ce réactif permet d'oxyder des fonctionalle pour les transformer en fonctions
aldéhydes (figure VIII-2).

OAc
A

OAC
HI{-’OAC ACO”‘HI{__‘-O\l/H
™, *,
EI(O + ROHp0OH ——— = O R+ AcOH
0
il IJF
3 \I/ . . )
1 g . 4] + T +  AcOH
0
0

Figure VIII-2. Mécanisme d’oxydation par le Dess-Martin periodima
* Protocole expérimental

On a fait réagir du Pluronic F127 (Mw = 12600g/nbh)M) avec du Dess-Martin en (Mw =
424g/mol, ¢ = 2,4 mM) dans 100mL de dichlorométhgremdant 24h sous agitation

magnetique a température ambiante (figure VIII-3).

Le Pluronic a été ensuite extrait a travers I'hexan

- On ajoute 100 mL d’hexane (miscible avec ldhldimométhane) avant d’évaporer le
dichlorométhane au rotavapor.

- L’étape est répetée une seconde fois en ajpd@mL d’hexane pour bien éliminer
tout le dichlorométhane.

- Une fois le diclhorométhane évaporé, le Plurarain soluble dans I'hexane précipite
faciliter la précipitation du Pluronic.

- On a récupéreé ensuite le Pluronic par filtratootravers un verre frité. Le réactif de
Dess Martin soluble dans I'hexane est ainsi élimir@@poudre a été enfin séchée sous vide
primaire pendant 24h.
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Figure VIII-3. Réaction d’oxydation du PluronicF127

« Rendement de la réaction

L’expérience a été réalisée pour 1,269 de PluFdriig et 106mg de Dess-Martin
periodinane dans 100mL de dichlorométhane (DesaMamtexces de 20% par rapport au
nombre de fonction —OH). On a obtenu 1,22 g deyit@gpres réaction, soit un rendement
massique de 97%. Cependant, il est possible qideds Martin periodinane soit encore

présent.
* Analyse par spectro IR

Pour caractériser la pureté du produit, des spedRales poudres de PluronicF127 et
de Pluronic F127 oxydé ont été réalisés dans deslles de KBR (figure VIII-4). La
vibration du -COH se trouve en théorie & 1738@hn’est pas visible sur les spectres, ce qui
parait normal. Celle-ci est probablement noyée dansruit de fond. Cependant, des pics
supplémentaires apparaissent sur le spectre |Rudorfc F127 oxydé & 740 et 1613¢nCes
raies supplémentaires peuvent étre attribuées auklek liaisons CC du réactif de Dess-
Martin (figure VIII-5).
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Figure VIII-4. Spectres IR sur pastille de KBR du Pluronic Fa@du
produit de I'oxydation du Pluronic F127 par le réfade Dess-Martin.

M\ﬂ;f o Ll .
1711 cm-1\/ lJ

744 cmA1

Figure VIII-5. Spectre IR du DessMartin

Pour les utilisations en biologie, il est importaetdiminuer au maximum les résidus
indésirables dans le but de conserver le carabtéoempatible de nos marqueurs. Une étape
supplémentaire de purification du produit a étdigéa.
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VIII.1.2. Purification du produit

Un montage Soxhlet a été utilisé pour purifiepteduit de I'oxydation du pluronic
par le réactif de Dess-Martin. Ce montage permetrideer le produit obtenu avec de
’hexane. Le pluronic non soluble dans I'hexandeatans le filtre alors que les impuretés

sont solubilisées et passent dans le ballon.

Apres 24h de ringcage a I’hexane, on remplace caeietgpar du dichlorométhane. On
élimine ainsi les impuretés qui ont été solubilssélans I'hexane et on récupere le Pluronic
dans le dichlorométhane. Le Pluronic oxydé esteafirait a travers I'hexane comme décrit
préecédemment. Apres purification, le spectre Igufie VIII-6) montre que I'on élimine les

résidus indésirables. Les pics & 1613 et 742 sensont plus présents.

&0 N
55 -

a0

T(%)

35

20 o

25 o

2000 2500 2000 1500 1000

-1
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Figure VIII-6. Spectres IR sur pastille de KBR du Pluronic oxgdées purification

108



VIII.1.3. Dosage des fonctions aldéhydes

Il est possible de doser le nombre de fonctionéhaldes présentes sur les Pluronic oxydés.
Ce dosage consiste a faire réagir un exces deutglebcarbazate (TBC) qui va se lier de

maniére covalente sur les fonctions aldéhydes ligeric oxydés (figureVIII-7).

('Hy 0 HO (3 o n

0
HC )J\ P
NH, + — o L
0 NH" HC
H

H R
&

Figure VIII-7. Réaction entre le TBC et une fonction aldéhyde

On peut alors doser I'exces de TBC qui n'a pasiraagc de I'acide picrylsulfonique (acide
trinitro-2,4,6 benzenesulfonique, TNBSa). L'aciderpsulfonique forme un complexe coloré
orange avec le ter-butyl carbazate (figure VII-&n peut par ce procédé mesurer la

concentration en TBC qui n'a pas réagi en réalidastmesures d’absorbance.

- r/o s
~
0 S
HC CH; y
0 o i
H:C Qb HC,
H CH3)DJ\ Y M
MH
>LD NH
HC
Complexe coloré orange i My,

Figure VIII-8. Réaction entre le TBC et le TNBSa
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* Dosage du complexe TBC/TNBSa

On a fait réagir 2mL de TBC (0.02mM < [TBC] < 0.1miMns un tampon phosphate
pH8), avec 1mL de TNBSa (0.01% (w/v) dans le tampbasphate pH8) pendant 2h sous
agitation a 50°C. En fin de la réaction on a a@di& solution en ajoutant 1mL d’HCI 1M
pour stabiliser le complexe puis la DO de la soluta 334nm a été mesurée. La droite

d’étalonnage présente sur la figure VIII-9 a éttenbe.

0,7

1— DO =0,0049.TBC% + 0,126
0,6 -

g 0,4 e
<t .
3 RS
0,3
O
(@)
0,2 .
0,1
0,0

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
[TBC] en uM

Figure VIII-9. Droite d’étalonnage TBC/TNBSa

» Dosage des fonctions aldéhydes des pluronics oxydés

On a fait réagir du TBC (1mM) en présence de Plgraxydé a pH 4 pendant 24h. La
solution a ensuite été diluée par 10 dans le tanpptdhet I'excés de TBC qui n'a pas réagi a
éte dosé par le TNBSa comme décrit préecédemmentsupposant que la réaction entre le
TBC et les aldéhydes des Pluronic est totale, ah guasi déduire le pourcentage de fonctions
alcools transformées en fonctions aldéhydes.

Le dosage a été réalisé pour deux concentratiodwgonic oxydeé (tableau VIII-1).

Environ 18 % de fonctions alcools ont été oxydégetoactions aldéhydes dans les conditions
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expérimentale de la section VIII.1.1 (2,4 molesréactif de Dess Martin pour 1 mole de
Pluronic). D’autres conditions d’oxydation de Phimon été essayées (0.5 et 5 moles de
réactif de Dess-Martin pour 1 mole de Pluronic)cadans ce cas un faible pourcentage de

fonction aldéhyde obtenu (<1%).

Concentration| DO a exces deTBC qui pourcentage de fonctions

en Pluronic | 334 nm n'a pas réagit aldéhydes sur les Pluronic
1,27 mM 0,38 0,55 mM (1-0,55)/(2*1,27) =19 %
1,08 mM 0,45 0,66 mM (1-0,66)/(2*1,08) = 16%

Tableau VIII-1. Résultat du dosage du Pluronic oxydé par le ifedeDess-Martin

VIII.2. Conclusion

On peut venir modifier la surface des micellesogypdant les terminaisons alcool des
Pluronic. Dans le cas du Pluronic F127, on peuirvaettre jusqu'a 20 % de groupement
aldéhyde sur les terminaisons des Pluronic. Cesifivatibns ne changent pas trop les
propriétés des copolyméres qui peuvent toujoursrsieta réalisation de micro-émulsion.

Dans le cadre des applications en imagerie in,Vespeptide RGD pourrait étre greffé
a la surface des micelles pour cibler I'angiogénésdes cellules tumorales de maniere
spécifique. Le peptide RGD cible de maniere spfwifiles integrines, . particulierement
impliqguées dans l'angiogénése. Les cellules entlatke qui forment les parois des
néovaisseaux expriment en grande quantité cettgrine et sont donc accessibles depuis la

circulation sanguirfé.
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Conclusions genérale et perspectives

L'utilisation des Pluronic et du procédé de microwdsion permet d’encapsuler de
maniére générique des colorants hydrophobes sslalales le chloroforme. On obtient ainsi
des concentrations allant de 0,1 & 0,3 gh chromophore dans des solutions aqueuses de
Pluronic (10 & 20 g?).

Pour imager la vascularisation, un dérivé de gitdtenzene a forte section efficace
d’absorption a été utilisé. La solubilisation ddas micelles de Pluronic F68 permet au
chromophore de circuler sur des temps assez loags lé systeme sanguin. On obtient de
cette facon un marquage homogene et similaireld obtenu avec la RhodamineB-Dextran
70 kDa. On peut imager a des profondeurs compa&B09 um) et sur des temps aussi longs
(> lheure) avec chacun des marqueurs. En envireamtetumoral, les micelles de Pluronic
permettent au chromophore de rester intravascalauecontraire de la RhodamineB-Dextran
70 kDa qui diffuse a travers les parois de I'endbtim vasculaire. Cette aptitude rend les
marqueurs a base de Pluronic intéressants pouadaéne du volume sanguin fonctionnel des
tumeurs en microscopie bi-photon. On peut aindis&ale suivi de la vascularisation lors de
la croissance tumorale ou de traitements anti-lases sans étre géné par la diffusion du
colorant dans les tissus de la tumeur.

Le procédé de microémulsion a aussi été utiliséur pdransporter un
photosensibilisateur dans des cellules in vitroe Umternalisation rapide et continue du
produit a été observée sur les différentes ligresdisilaires étudiées, permettant ainsi une
utilisation du photosensibilisateur en photothéapinamique.

Enfin, on a montré qu’il était possible de modifia surface des micelles pour

envisager une fonctionalisation par le RGD peptide.
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