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TNM   Tumor Node Metastasis 

UA (AU)  Unité arbitraire (Arbitrary Unit) 

UICC   Union for International Cancer Control 

UV   Ultraviolet 

Zn   Zinc 
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Introduction 

 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et le plus mortel chez la femme. Les 

métastases du cancer du sein touchent principalement les ganglions lymphatiques, le foie, les 

os et les poumons. La présence de métastases ganglionnaires est le facteur le plus important 

pour prédire la survie globale du patient et pour orienter les traitements post-chirurgicaux. La 

biopsie du ganglion sentinelle (GS), c’est-à-dire le premier ganglion de la chaîne lymphatique 

recevant le flux métastatique en provenance de la tumeur, est aujourd’hui la technique de 

référence pour le diagnostic des métastases ganglionnaires. Elle consiste en l’injection d’un 

colorant bleu et d’un colloïde radioactif pour cartographier le GS, suivie par son exérèse 

chirurgicale et son analyse anatomopathologique afin de déterminer son statut métastatique. 

Ces deux traceurs présentent toutefois de nombreux inconvénients : des réactions allergiques 

et des colorations de la peau ont été rapportées suite à l’injection du colorant bleu et la 

manipulation de produits radioactifs nécessite la proximité d’un service de médecine nucléaire 

et engendre des dépenses assez importantes. 

L’imagerie de fluorescence est une alternative intéressante aux traceurs employés 

actuellement puisque cette technique est hautement sensible, peu coûteuse, facile d’utilisation 

et les images sont obtenues en temps réel. L’utilisation des longueurs d’onde infrarouge 

permet d’augmenter la profondeur de pénétration de la lumière dans les tissus par rapport aux 

longueurs d’onde du domaine visible. Les nanoparticules fluorescentes présentent l’avantage 

d’avoir une taille compatible avec une migration rapide et une bonne rétention dans les 

ganglions lymphatiques. 

 

Le but de ce travail est d’étudier deux types de nanoparticules fluorescentes pour la 

localisation du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge : les Quantum Dots (QDs) 

et les nanoparticules de silice renfermant un fluorophore organique (NPSi). 

 

La première étude est essentiellement consacrée à l’analyse de la migration des QDs à 

base d’indium dans un modèle orthotopique syngénique murin de carcinome mammaire, où le 

GS est envahi par les cellules métastatiques.  

La seconde étude est principalement basée sur la toxicité et les avantages de 

l’encapsulation d’un fluorophore - la cyanine 7 - dans une NPSi. Dans ces deux études, la 

visualisation rapide du GS, la biodistribution et l’excrétion des nanoparticules ont été suivies 

au cours du temps. 
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Cancer du sein et drainage lymphatique du sein 

I. Cancer du sein et drainage lymphatique du sein 

A. Epidémiologie et classifications du cancer du sein 

1. Epidémiologie et facteurs de risque associés au cancer du sein 

Le cancer du sein est un problème majeur de santé publique puisqu’avec 53 000 

nouveaux cas estimés en France en 2011, il se situe au premier rang des cancers incidentsa 

chez la femme et représente 33 % de l’ensemble des cancers féminins [1]. Les risques de 

développer un cancer du sein avant 75 ans ont considérablement augmenté au fil des 

générations, passant de 4,9 % chez les femmes nées en 1910 à 12,1 % chez les femmes nées 

en 1950 [2]. Bien que le taux de mortalité chez la femme diminue depuis 1998, le cancer du 

sein représente le cancer le plus mortel avec en moyenne 11 500 décès par an sur la période 

2004-2008, ce qui correspond à 18,3 % des décès féminins par cancer [3].  

La principale cause de décès des patients atteints de cancer du sein est liée à la 

dissémination de cellules métastatiques dans les os, les poumons, les ganglions et le foie. 

Cette étape du processus métastatique est facilitée en cas de surexpression par les cellules 

tumorales du facteur de croissance HER2 [4]. Une thérapie basée sur des anticorps 

monoclonaux dirigés contre HER2 (trastuzumab) a été approuvé en 1998 par la Food and 

Drug Administration (FDA) pour le traitement des cancers du sein métastatiques 

surexprimant HER2 [5]. Cependant, des résistances se développent généralement dans l’année 

suivant sa mise en place limitant ainsi l’efficacité du traitement [6]. De nouvelles 

immunothérapies à base d’anticorps anti-idiotypiques anti-HER2 sont aujourd’hui à l’étude 

pour amplifier, chez les patients surexprimant HER2, l’immunité contre ce facteur de 

croissance et induire une réponse humorale [7,8].  

Les facteurs de risque du cancer du sein peuvent être classés en fonction de leur 

caractère évitable ou non. Les principaux facteurs de risque évitables sont la consommation 

d’alcool [9] et la prise prolongée (supérieure à 7 ans) d’une hormonothérapie substitutive à la 

ménopause [10,11]. D’autres facteurs de risque, tels que le sexe (99 % des cancers du sein 

touchent les femmes) [12], l’âge, une exposition accrue aux œstrogènes naturels ou 

synthétiques [10] ou des mutations germinales des gènes de susceptibilité du cancer du sein, 

tels que BRCA-1 ou BRCA-2 [13] ne peuvent être évités. 

                                                 
a Incidence : Nombre de cas survenant durant une période (généralement, une année) et dans une population 

concernée. 

12 



Synthèse bibliographique 

2. Classifications des cancers du sein 

i. Structure du sein 

La fonction biologique du sein est de 

produire du lait afin de nourrir un nouveau-né. 

Chaque sein contient une glande mammaire et du 

tissu de soutien comprenant des vaisseaux, des 

fibres et de la graisse (Figure 1). Chaque 

compartiment contient des lobules, qui 

produisent le lait en période d’allaitement, et des 

canaux qui transportent le lait vers le mamelon. 
 

Figure 1 : Structure du sein [14] 

 

ii. Classification de l�OMS 

La classification des cancers du sein en fonction de leur type histologique a été établie 

par l’Organisation Mondiale de la Santé en 1981 [15] et modifiée en 2003 [16].  

Les adénocarcinomes, tumeurs se développant aux dépens du tissu épithélial 

glandulaire du sein, sont les tumeurs malignes les plus fréquentes (98 %). Ils se forment à 

partir des cellules lobulaires (cancer lobulaire) ou canalaires (cancer canalaire) de la glande 

mammaire. Parmi les adénocarcinomes, on distingue les carcinomes non infiltrants (ou in 

situ) et les carcinomes infiltrants. Les autres tumeurs malignes du sein se composent de la 

maladie de Pagetb, les tumeurs phyllodesc et les sarcomesd [17]. L’examen 

anatomopathologique d’un prélèvement par micro- ou macrobiopsie permet de confirmer la 

suspicion diagnostique et de préciser le type histologique de la tumeur.  

 

iii. Classification Tumor Node Metastasis (TNM)  

L’examen clinique de la tumeur et la recherche des métastases permet de classer la 

tumeur selon la classification TNM, établie par l’American Joint Committee on Cancer 

(AJCC) et l’Union for International Cancer Control (UICC) 7ème édition (Tableau 1). C’est 

aujourd’hui la classification internationale la plus utilisée. 

                                                 
b Maladie de Paget : Extension intra-épidermique mamelonnaire d'un adénocarcinome galactophorique sous-
jacent invasif ou non. 
c Tumeur phyllode : Néoplasme qui se forme à partir des cellules stromatiques périductales du sein. 
d Sarcome : Tumeur maligne qui se forme aux dépens du tissu conjonctif ou des tissus qui en dérivent comme le 
tissu musculaire. 
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Tableau 1 : Classification TNM des cancers du sein [18]  

T : Tumeur primaire 
Tx Tumeur primaire ne pouvant être évaluée 

T0 
Tis 
Tis (CCIS) 
Tis (CLIS) 
Tis (Paget) 

Tumeur primaire non palpable 
Carcinome in situ 
Carcinome canalaire in situ 
Carcinome lobulaire in situ 
Maladie de Paget du mamelon sans tumeur 

T1 Tumeur ≤ 20 mm dans sa plus grande dimension 
T1mi 
T1a 
T1b 
T1c 

Tumeur ≤ 1 mm 

1 mm < Tumeur ≤ 5 mm 

5 mm < Tumeur ≤ 10 mm 

10 mm < Tumeur ≤ 20 mm 

T2 20 mm < Tumeur ≤ 50 mm 

T3 Tumeur > 50 mm 

T4 
T4a 
T4b 
T4c 
T4d 

Tumeur, quelle que soit sa taille, avec extension directe  
Extension à la paroi thoracique 
Ulcération et/ou œdème de la peau 
Association de T4a et T4b 
Carcinome inflammatoire 

N : Ganglions lymphatiques régionaux 

Stade clinique pré-thérapeutique 
Nx Ganglions régionaux ne pouvant être évalués 

N0 Pas de métastases ganglionnaires 

N1 Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales mobiles 

N2 
N2a 
 
N2b 

Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales fixées de niveau I et II 
Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales fixées les unes aux autres ou à 
d’autres structures 
Métastases homolatérales dans la chaîne mammaire interne en l’absence de 
métastases ganglionnaires axillaires homolatérales cliniques 

N3 
N3a 
N3b 
 
N3c 

Métastases homolatérales dans les ganglions de niveau III 
Métastases homolatérales des ganglions sous-claviculaires 
Métastases homolatérales des ganglions de la chaîne ganglionnaire mammaire 
interne et des ganglions axillaires 
Métastases homolatérales des ganglions sus-claviculaires 

Stade anatomopathologique postchirurgical (pathologique) 
pNx Ganglions régionaux ne pouvant être évalués 

pN0 
pN0(i-) 
pN0(i+) 
pN0(mol-) 
pN0(mol+) 

Pas de métastases ganglionnaires identifiées histologiquement 
Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie et IHC négatif 
Cellules tumorales dans les ganglions régionaux détectées par H&E ou IHC 
Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie et RT-PCR négatif 
Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie ou IHC mais RT-PCR + 

pN1 
 

pN1mi 
pN1a 
pN1b 
 
pN1c 

Micrométastases ou métastases dans 1 à 3 ganglions axillaires et/ou dans la chaîne 
mammaire interne 

0,2 mm < Micrométastases ≤ 2 mm  
Métastases dans 1 à 3 ganglions axillaires, avec au moins 1 métastase > 2 mm 
Métastases dans les ganglions de la chaîne mammaire interne avec micrométastases 
ou macrométastases détectées par biopsie du ganglion sentinelle 
Métastases dans 1 à 3 ganglions axillaires et de la chaîne mammaire interne avec 
micro- ou macrométastases détectées par biopsie du ganglion sentinelle 

pN2 
pN2a 
pN2b 

Métastases dans 4 à 9 ganglions axillaires ou de la chaîne mammaire interne 
Métastases dans 4 à 9 ganglions axillaires 
Métastases dans les ganglions de la chaîne mammaire interne en absence de 
métastases dans les ganglions axillaires 

pN3 
pN3a 
pN3b 
 
pN3c 

Métastases dans 10 ou + ganglions axillaires et/ou de niveau III 
Métastases dans 10 ou + ganglions axillaires ou dans les ganglions sous-claviculaires 
Métastases dans les ganglions de la chaîne mammaire interne avec un (ou plus) 
ganglion axillaire positif 
Métastases dans les ganglions sus-claviculaires 

M : Métastases à distance 

M0 Pas de preuves cliniques de métastases à distance 

cM0(i+) Pas de preuves cliniques de métastases à distance mais détection moléculaire ou 
microscopique de cellules tumorales dans la circulation sanguine, la moelle osseuse ou les 
ganglions lymphatiques non régionaux 

M1 Métastases à distance détectables cliniquement 
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A partir des trois critères T, N et M, le stade de la maladie est codé en niveaux, de I à 

IV, afin de prévoir l’évolution de la maladie et de prescrire une thérapie adaptée. (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Classification par stade UICC [19] 

0 Tis N0 M0

I T1 N0 M0 

T0 N1 M0 

T1 N1 M0 

IIA 

T2 N0 M0 

T2 N1 M0 IIB 

T3 N0 M0 

T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1 M0 

IIIA 

T3 N2 M0 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

IIIB 

T4 N2 M0 

IIIC Quel que soit T N3 M0 

IV Quels que soient T et N M1 
 

Les cancers du sein sont des cancers lymphophiles, c’est-à-dire qu’ils se disséminent 

préférentiellement par la voie lymphatique. 

 

B. Système lymphatique  

1. Voies de drainage lymphatique du sein 

Le sein est drainé par un riche réseau de vaisseaux lymphatiques aboutissant 

principalement aux ganglions axillaires. Contrairement à ce qui a pu être démontré dans les 

premières études de drainage lymphatique du sein [20], le drainage axillaire n’est pas la seule 

voie de drainage du sein : les ganglions pectoraux, de la chaîne mammaire interne, sous-

claviculaires et sus-claviculaires peuvent également recevoir le drainage lymphatique du sein 

(Figure 2).  

 

Le parenchyme mammaire superficiel est drainé préférentiellement vers la région 

ganglionnaire lymphatique axillaire alors que le parenchyme glandulaire profond est drainé 

dans les chaînes mammaires (interne et externe) [21]. 
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A BA B

 

Figure 2 : Drainage lymphatique du sein  
A. Dénomination des différents ganglions lymphatiques [22]. 
B. Etages I, II et III de Berg utilisés dans la classification TNM, Cmi : chaine mammaire interne, Sc : sus-
claviculaire [23]. 
 

2. Formation de la lymphe 

La lymphe se forme à partir du liquide interstitiel, grâce aux différences de pression 

entre les capillaires sanguins, le milieu interstitiel et les capillaires lymphatiques                

(Figure 3) [24]. La pression du sang dans les capillaires (Pc) tend à faire sortir le liquide par un 

processus d’ultrafiltration. Les pores des capillaires étant analogues aux mailles d’un tamis, 

seules les petites protéines peuvent sortir des capillaires et sont entraînées par le liquide vers 

le milieu interstitiel. Ainsi, le liquide sortant des capillaires est semblable à du plasma 

dépourvus de protéines. L’ultrafiltrat présent dans le milieu interstitiel est réabsorbé par les 

capillaires sanguins grâce à la différence de pression oncotique (ʌ) favorable entre le plasma 

et le milieu interstitiel. La sortie de liquide par ultrafiltration des capillaires sanguins étant 

plus importante que la réabsorption, l’excédent de liquide filtré est capté par le système 

lymphatique. 

P c (17)

P i (11)

ʌ c (25)

ʌ i (10)

ʌ l (10)

Ultrafiltration Réabsorption

Passage dans les 
lymphatiques

P c (17)

P i (11)

ʌ c (25)

ʌ i (10)

ʌ l (10)

Passage dans les 
lymphatiques

Ultrafiltration Réabsorption

 

Figure 3 : Schéma des pressions régulant les échanges entre le plasma, le milieu interstitiel et la lymphe 
(adapté de [25]) 
Les mouvements d’eau sont modélisés par une double flèche. Les valeurs moyennes de pression sont précisées 
entre parenthèse en mm Hg, avec Pc : pression du sang dans les capillaires, Pi : pression du milieu interstitiel, 
ʌc : pression oncotique du plasma, ʌi : pression oncotique du milieu interstitiel et ʌl : pression oncotique de la 
lymphe. 
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En cas de déséquilibre des forces de part et d’autre de la paroi capillaire, le liquide 

peut s’accumuler dans le milieu interstitiel et créer des œdèmese [26]. Ce déséquilibre peut être 

lié à une diminution de la concentration en protéines plasmatiques, une perméabilité excessive 

des parois capillaires ou encore, un blocage des canaux lymphatiques, en cas de geste 

chirurgical par exemple [24]. 

Le système lymphatique permet donc de récupérer l’excédent de liquide et les 

protéines filtrées, mais il joue aussi un rôle dans la défense de l’organisme par le transport de 

cellules immunitaires et dans le transport des graisses absorbées par le tube digestif. 

3. Structure et organisation des vaisseaux lymphatiques 

L’ensemble des vaisseaux lymphatiques est constitué par les capillaires lymphatiques, 

les vaisseaux lymphatiques pré- et post-ganglionnaires. Ces derniers convergent vers des 

vaisseaux lymphatiques plus larges puis le canal thoracique pour conduire la lymphe vers la 

circulation sanguine au niveau de la veine sous-clavière (Figure 4 A) [27]. Les capillaires 

lymphatiques initiaux, dépourvus de valves intraluminales, sont composés par le 

recouvrement de cellules endothéliales qui laissent des espaces de 10 à 25 nm entre les 

cellules (Figure 4 B) [28]. A l’extérieur des cellules endothéliales, des fibrilles d’élastine sont 

attachées aux fibres de collagène de la matrice extracellulaire [29].  

A BA B

 

Figure 4 : Organisation du système lymphatique 
A. Le liquide interstitiel, collecté par les capillaires lymphatiques, est transporté par les vaisseaux lymphatiques 
vers des vaisseaux collecteurs plus larges puis retourne dans la circulation sanguine par l’intermédiaire du canal 
thoracique dans la veine sous-clavière. Les vaisseaux collecteurs possèdent une couche musculaire lisse (rouge) 
et des valves intraluminales afin de propulser et de maintenir le flux lymphatique dans une seule direction. Les 
vaisseaux profonds courent le long des artères et des veines [30].  
B. Représentation d’un capillaire lymphatique [28]. 

                                                 
e Œdème : Gonflement d'un organe ou d'un tissu dû à une accumulation ou un excès de liquides dans le milieu 
interstitiel. 

17 



Cancer du sein et drainage lymphatique du sein 

Les fenêtres entre les cellules endothéliales peuvent donc être élargies par les 

mouvements, les massages ou la pression due à la présence d’un liquide, facilitant le passage 

de la lymphe et des protéines interstitielles [31]. La pression du liquide à l’intérieur des 

capillaires lymphatiques provoque l’accolement des cellules endothéliales et la fermeture des 

orifices, empêchant ainsi la fuite de lymphe [24].  

Le flux lymphatique est généré à la fois par la formation de la lymphe depuis l’espace 

interstitiel, par les contractions actives des vaisseaux lymphatiques [32], par la pression 

interstitielle externe et par le péristaltisme lié au phénomène de contraction/relaxation des 

muscles lisses et squelettiques [33]. Les capillaires lymphatiques étant clos à leur extrémité 

(Figure 4 B), le flux lymphatique ne peut se faire que dans un sens. La gravité affecte la 

vitesse du flux mais n’influence pas la direction du flux lymphatique.  

En réponse à des facteurs de croissance produits par une tumeur, les vaisseaux 

lymphatiques peuvent se dilater et se multiplier, facilitant ainsi le transport des cellules 

métastatiques jusqu’aux ganglions lymphatiques [34]. La lymphe est transportée par les 

vaisseaux lymphatiques jusqu’aux ganglions lymphatiques où une réponse immunitaire peut 

être initiée si des substances étrangères sont détectées. 

4. Structure d�un ganglion lymphatique 

Les ganglions lymphatiques sont de 

petites structures en forme de haricot, 

généralement de taille inférieure à 2,5 cm 

chez l’Homme (Figure 5). Ils se répartissent 

le long des vaisseaux lymphatiques dans tout 

l’organisme, à l’exception du système 

nerveux central et des os. 

 

Figure 5 : Structure d'un ganglion lymphatique [35] 

 

Plusieurs vaisseaux lymphatiques afférents apportent la lymphe au niveau du ganglion 

dans sa partie convexe. La lymphe traverse le ganglion à travers les sinus puis elle est évacuée 

du ganglion par les vaisseaux lymphatiques efférents, qui prennent naissance au niveau de la 

partie concave du ganglion, le hile (Figure 5). Le nombre de vaisseaux afférents étant 

supérieur au nombre de vaisseaux efférents, la vitesse d’écoulement dans le ganglion est 

réduite, permettant la mise en place des mécanismes de défense immunitaire. 
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5. Mécanismes de rétention des particules étrangères dans les 

ganglions 

Le ganglion lymphatique ne retient pas les particules étrangères que par un simple 

phénomène de filtre mécanique. Les particules qui sont reconnues comme étant étrangères à 

l’organisme subissent un phénomène d’opsonisation, ce qui permet de les éliminer par 

phagocytose.  

Une matrice de fibrilles de réticuline forme un maillage complexe dans les sinus du 

ganglion lymphatique, ce qui ralenti le mouvement des particules qui peuvent alors être 

phagocytées par les cellules du système réticuloendothélial (SRE)f : les macrophages et les 

histiocytes résidants dans les sinus [31]. La reconnaissance des nanoparticules nues par les 

macrophages du SRE est effective en quelques secondes [36]. Les macrophages n’identifient 

pas directement les nanoparticules comme étant étrangères mais ils reconnaissent des 

protéines spécifiques (fibrinogène, albumine, protéines du complément C3, C4, C5, 

immunoglobulines, …) appelées opsonines qui se lient à leurs antigènes de surface [37]. Une 

fois liées à la surface des particules étrangères, les opsonines passent d’une forme inactivée à 

une conformation active, qui est reconnue par les récepteurs spécifiques des phagocytes [38]. 

La dernière étape de l’élimination des particules étrangères est leur ingestion par endocytose. 

Si les particules ne sont pas biodégradables, elles ne seront pas détériorées par les enzymes 

libérées par les phagocytes et leur devenir est variable selon leur taille : les petites particules 

(de masse moléculaire inférieure à 5000 Da) pourront être filtrées par les reins tandis que les 

plus grosses seront séquestrées et s’accumuleront dans les organes du SRE tels que le foie ou 

la rate, riches en cellules phagocytaires [38]. Cette rétention des particules étrangères non 

biodégradables dans ces organes peut être à l’origine d’effets indésirables liés à leur 

toxicité [39]. 

 

L�étude de la physiologie du système lymphatique permet de comprendre les 

mécanismes et les voies de dissémination des cellules métastatiques du cancer du sein. 

Les ganglions lymphatiques sont les premiers organes envahis par les métastases. Leur 

analyse peut donc permettre de prédire l�envahissement métastatique du reste de 

l�organisme et d�orienter les traitements post-chirurgicaux. 

                                                 
f Système réticuloendothélial : Système impliqué dans l’élimination des corps étrangers de l’organisme, composé 
d’éléments mobiles (monocytes) et d’éléments fixes (macrophages résidents dans les tissus tels que les ganglions 
lymphatiques, la rate, le thymus ou encore les cellules de Küpffer du foie). 
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II. Traitement chirurgical des cancers du sein par biopsie 

du ganglion sentinelle 

A. Bases théoriques de la technique du ganglion sentinelle 

1. Définition et historique du ganglion sentinelle 

Le concept du ganglion sentinelle (GS) est apparu pour la première fois en 1960 dans 

le cancer des glandes parotides [40]. Par la suite, l’existence d’un GS a été démontré dans le 

cancer du pénis [41], les mélanomes [42], les cancers du sein [43,44] et d’autres cancers 

lymphophiles.  

Le GS est défini comme le premier relai lymphatique drainant la tumeur et donc 

pouvant être potentiellement métastatique [42] (Figure 6). Les autres ganglions de la chaîne 

sont appelés ganglions de second échelon. 

 

Figure 6 : Schéma définissant le ganglion sentinelle [45] 

2. Mécanismes de dissémination métastatique dans le ganglion 

sentinelle 

Alors que le volume de la tumeur augmente, la pression du liquide interstitiel 

intratumoral augmente, ce qui a pour effet de maintenir ouvertes les jonctions entre les 

cellules endothéliales des capillaires lymphatiques et ainsi de faciliter le passage des cellules 

tumorales dans la lymphe [46]. La progression des cellules tumorales se fait donc depuis le site 

de la tumeur primaire vers les GS par l’intermédiaire des capillaires lymphatiques et des 

vaisseaux collecteurs [47]. Une fois que les cellules tumorales se sont établies dans les 

ganglions lymphatiques, elles peuvent se disséminer de façon séquentielle vers les ganglions 

de second échelon puis vers la circulation systémique à travers les connections 

lymphaticoveineuses [48]. 
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Les cellules tumorales sont capables de sécréter des facteurs induisant la 

lymphangiogenèseg, facilitant ainsi leur dissémination par la voie lymphatique [46,49]. La 

mobilité des cellules tumorales à l’intérieur de la matrice extracellulaire est possible grâce à la 

sécrétion par les cellules endothéliales lymphatiques d’enzymes protéolytiques, de cytokines 

chimioattractives et grâce à l’expression de récepteurs d’adhérence cellulaire [46].  

Certains facteurs morphologiques, biochimiques, physiopathologiques ou moléculaires 

(volume tumoral, âge du patient, grade tumoral, …) peuvent être prédictifs d’un 

envahissement ganglionnaire [46,50,51].  

 

3. Déroulement de la technique de biopsie du ganglion sentinelle 

Dans un premier temps, des traceurs (colorant bleu et/ou radiocolloïdes) sont injectés 

à proximité de la tumeur afin de visualiser le drainage lymphatique de la tumeur. Une 

lymphoscintigraphie pré-opératoire permet de repérer les GS grâce à leur radioactivité et de 

marquer leur position sur la peau. La biopsie du GS est réalisée dans le même temps 

opératoire que l’exérèse tumorale : lorsque le patient est anesthésié et prêt à subir 

l’intervention chirurgicale, le chirurgien ouvre le creux axillaire puis identifie les GS grâce à 

leur forte radioactivité et leur couleur bleue. Ces derniers sont disséqués puis analysés par le 

laboratoire d’anatomie pathologique afin de définir, en peropératoire, leur statut métastatique. 

Si les GS sont indemnes de métastases, le chirurgien ne procède qu’au retrait de la tumeur. En 

présence de métastases ganglionnaires, le patient subi, en plus de la tumorectomie, un curage 

axillaire, c’est-à-dire, le retrait d’au moins 10 ganglions axillaires.  

 

4. Curage axillaire et traitements post-chirurgicaux 

Le curage axillaire était la méthode de référence des traitements des cancers du sein 

jusqu’à l’avènement de la technique de biopsie du GS. Le retrait d’une grande partie de la 

chaîne ganglionnaire axillaire étant à l’origine de nombreux effets secondaires (lymphœdème, 

troubles moteurs et sensitifs, douleurs, infections postopératoires…), elle a été abandonnée en 

cas de GS non métastatiques afin de réduire la morbiditéh spécifique au curage axillaire et 

d’améliorer la qualité de vie des patients. Une étude multicentrique récente sur 985 patients à 

démontré que le coût d’une biopsie du GS est significativement plus faible que celui d’un 

curage axillaire [52].  

                                                 
g Lymphangiogenèse : Développement et prolifération de nouveaux vaisseaux lymphatiques. 
h Morbidité : Dégradation de l’état de santé d’un individu. 
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Bien que les techniques utilisées pour la biopsie du GS soient plus onéreuses, cette 

procédure est plus économique que le curage axillaire puisque la durée d’hospitalisation, qui 

est le principal poste générateur de dépenses, est fortement réduite [52]. 

Il a été démontré des taux de récurrences axillaires ou locorégionales très faibles voire 

nuls lorsque le GS est négatif [53-55]. Pour des tumeurs de petite taille (inférieure à 2 cm), le 

curage axillaire est inutile dans 70 % des cas puisque les ganglions non sentinelles sont 

exempts d’envahissement métastatique [56]. En revanche, dans le cas d’une tumeur de taille 

supérieure à 3 cm ou en cas de multifocalité de la tumeur, le curage axillaire est fortement 

recommandé [57,58]. Si, à la suite de l’injection des traceurs, aucun GS ne peut être visualisé, le 

curage axillaire est systématiquement réalisé, étant donné le risque important 

d’envahissement des GS [59,60]. En cas de GS positifs, des traitements supplémentaires peuvent 

être associés à la chirurgie : radiothérapie de la paroi thoracique et/ou de la chaîne mammaire 

interne, chimiothérapie et/ou hormonothérapie. Le choix du traitement adjuvant dépend des 

caractéristiques histologiques de la tumeur, des facteurs prédictifs de réponse aux traitements, 

des traitements antérieurement reçus, … [61]. 

5. Intérêt et recommandations de la technique du ganglion 

sentinelle  

Plusieurs caractéristiques du flux lymphatique et des GS permettent d’expliquer 

l’intérêt de la biopsie du GS par rapport au curage axillaire. Le flux lymphatique est ordonné, 

prévisible [28] et les cellules métastatiques se disséminant de façon séquentielle, les skip 

métastasesi sont rares (< 5 %) [23]. Ainsi, l’absence d’envahissement ganglionnaire peut être 

prédite si le premier relai est indemne [59]. Etant donné que le GS est le premier ganglion 

rencontré par les cellules tumorales, le statut du GS est hautement prédictif du statut 

lymphatique axillaire. L’intérêt de connaître le statut métastatique du GS réside dans le fait 

qu’il est un indice de la progression métastatique de la maladie [28] et le facteur pronostic le 

plus important [62,63]. La présence de métastases ganglionnaires est synonyme de récidives 

globales, locorégionales ou métastatiques [64] et diminue de 40 % le taux de survie à 5 ans par 

rapport aux patients indemnes de métastases [65,66]. 

L’American Society of Clinical Oncology (ASCO) a émis en 2005 des 

recommandations pour la biopsie du GS en fonction des caractéristiques de la tumeur, du 

patient, d’une éventuelle chirurgie antérieure… (Tableau 3) [59]. 

                                                 
i Skip métastase : Cellules métastatiques se disséminant dans les ganglions non sentinelles mais pas dans les 
ganglions sentinelles. 
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Tableau 3 : Recommandations et niveau de preuve pour une biopsie du GS [59] 

Situation clinique 
Recommandation pour une 

biopsie du GS 
Niveau de preuve* 

Tumeur T1 ou T2 Acceptable Bon 

Tumeur T3 ou T4 Non recommandé Insuffisant 

Tumeur multicentrique Acceptable Limité 

Cancer du sein inflammatoire Non recommandé Insuffisant 

Carcinome canalaire in situ avec mastectomie Acceptable Limité 

Carcinome canalaire in situ sans mastectomie 
Non recommandé, sauf dans le 

cas d’une taille > 5 cm ou d’une 
microinvasion suspectée 

Insuffisant 

Ganglions axillaires suspects, palpables Non recommandé Bon 

Age avancé Acceptable Limité 

Obésité Acceptable Limité 

Cancer du sein chez l’homme Acceptable Limité 

Grossesse Non recommandé Insuffisant 

Evaluation des ganglions mammaires internes Acceptable Limité 

Biopsie d’excision préliminaire Acceptable Limité 

Chirurgie axillaire préalable Non recommandé Limité 

Chirurgie du sein préalable, non oncologique 
(reconstruction mammaire, augmentation ou 
réduction du volume mammaire…) 

Non recommandé Insuffisant 

Après une thérapie systémique préopératoire Non recommandé Insuffisant 

Avant une thérapie systémique préopératoire Acceptable Limité 
 

*Niveau de preuve - Bon : Nombreuses études de performance de la technique de biopsie du GS basées sur des 
résultats de curage axillaire complet ; Limité : Quelques études de performance de la technique de biopsie du GS 
basées sur des résultats de curage axillaire complet ou nombreuses études rapportant un succès dans la 
localisation du GS sans réalisation d’un test de performance ; Insuffisant : aucune étude de performance de la 
technique de biopsie du GS basées sur des résultats de curage axillaire complet ou quelques, sinon aucune, 
études rapportant un succès dans la localisation du GS. 

 

La connaissance du statut métastatique du GS est essentielle lors de la prise de 

décision thérapeutique post-chirurgicale [67]. Si le GS est envahi par les cellules métastatiques, 

une deuxième intervention chirurgicale sera prévue afin de procéder à un curage axillaire 

permettant ainsi de contrôler localement l’extension de la maladie et de réduire sa progression 

dans l’organisme avec des traitements adjuvants appropriés [59]. En revanche, si le GS se 

révèle être sain, le creux axillaire est refermé et aucun autre geste chirurgical n’est réalisé. 

L’exérèse des GS se fait le plus souvent avant l’excision de la tumeur primaire puisque ce 

geste peut provoquer une rupture du drainage lymphatique et entraîner un défaut de migration 

des traceurs, une contamination du champ chirurgical ou l’identification de ganglions 

lymphatiques qui ne sont pas de vrais GS [31]. 
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B. Techniques de visualisation du ganglion sentinelle 

1. Capture des traceurs par les capillaires lymphatiques 

L’administration d’un certain volume de solution distend les tissus environnants, ce 

qui provoque l’ouverture des pores des capillaires lymphatiques permettant ainsi l’entrée du 

traceur [28]. Le GS le plus proche de la tumeur n’est pas forcément le premier à apparaître sur 

une imagerie dynamique puisque plusieurs vaisseaux lymphatiques qui drainent une même 

région du corps peuvent présenter différentes vitesses de flux [31].  

Si les vaisseaux lymphatiques drainent différents ganglions, les premiers ganglions de 

chaque chaîne lymphatique seront considérés comme des GS, quel que soit le délai nécessaire 

à la lymphe contenant le traceur pour les atteindre. Pour s’assurer que les ganglions marqués 

sont effectivement des GS, il est préférable de visualiser les vaisseaux lymphatiques 

collecteurs depuis la tumeur jusqu’aux ganglions grâce au colorant bleu [31].  

 

2. Traceurs utilisés pour le repérage du ganglion sentinelle 

i. Colorant bleu seul 

Le bleu isosulfan 1 % ou lymphazurine a été le premier colorant approuvé par la FDA 

pour les lymphangiographies [68]. L’identification du GS par un colorant bleu a été effectuée 

pour la première fois en 1994 avec une dose comprise entre 3 et 5 mL de bleu isosulfan chez 

des patientes atteintes de cancers mammaires. Après incision de la peau, les vaisseaux 

lymphatiques bleus ont pu être suivis jusqu’aux ganglions bleus, ce qui a permis d’identifier 

66 % des GS. Un curage axillaire réalisé après la biopsie du GS a permis de déterminer un 

taux de faux-négatifs de 12 % [44]. Le bleu de méthylène a également été utilisé pour le 

repérage du GS, avec des taux d’identification semblables à ceux obtenus avec le bleu 

isosulfan [69]. 

En France, seul le bleu patenté V 2,5 % est autorisé pour la biopsie du GS. Cette 

molécule, isomère du bleu isosulfan, possède plusieurs dénominations (alphazurine 2G, sulfan 

blue, sulphane blue, patent blue, patent blue violet ou patent pure blue) et il a démontré une 

efficacité équivalente à celle du bleu de méthylène [70]. Ce colorant n’étant pas visible à 

travers la peau, des études se portent actuellement sur son repérage in vivo grâce au 

changement du signal d’absorption des tissus [71]. 
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Après injection, ces colorants se lient aux protéines telles que l’albumine et sont 

absorbés par les lymphatiques [72]. Ces trois colorants sont cependant à l’origine d’effets 

secondaires non négligeables [73]. Les premiers cas de réponses anaphylactiques au bleu 

patenté V durant une lymphographie ont été rapportés en 1966 [74]. Depuis, des réactions 

allergiques (urticaire, éruptions cutanées, érythèmes, épisodes hypotensifs ou encore chocs 

anaphylactiques) ont régulièrement été recensées suite à l’utilisation du bleu patenté V ou du 

bleu isosulfan, avec des taux d’incidence compris entre 0,06 et 2,7 % [68,75,76]. Deux cas de 

décès liés à un choc anaphylactique au colorant bleu ont également été rapportés [77]. 

L’utilisation fréquente de ce colorant dans l’alimentation (E 131), les cosmétiques, les textiles 

et comme excipient de nombreux médicaments est responsable de l’hypersensibilisation des 

patients [78]. De plus, ces colorants bleus créent des interférences avec les mesures 

d’oxymétrie en modifiant les caractéristiques d’absorbance du plasma [79] et provoquent une 

coloration bleue de la peau qui peut persister jusque 1 an après l’injection [80-82]. 

ii. Radiocolloïde seul 

En 1993, l’équipe de Krag est la première à publier des résultats de biopsie du GS 

avec une technique isotopique seule. L’injection de 0,4 mCi de colloïdes sulfurés marqués au 

technétium 99 métastable (99mTc) en péri-tumoral a permis de repérer les GS « chauds » à 

l’aide d’une gamma-caméra portative chez 18 patients sur 22 [43]. Par la suite, cette même 

équipe a dirigé une étude multicentrique de biopsie du GS par radiotraceurs avec 443 patients 

et 11 chirurgiens [83]. Le statut du GS a été comparé à celui du reste du bassin lymphatique 

grâce à un curage axillaire systématique. Les taux d’identification et de faux-négatifs étaient 

respectivement de 93,8 % et 11,4 % [83].  

D’autres types de radiocolloïdes peuvent être injectés : aux Etats-Unis et au Japon, le 

repérage du GS se fait à l’aide de colloïde sulfurés, d’étain ou de phytate marqués au 

99mTc [84,85] ; en Australie, le marqueur radioactif le plus utilisé est le trisulfure d’antimoine 

marqué au 99mTc [86] alors qu’en Europe, il s’agit des nanocolloïdes d’albumine humaine 

marquées au 99mTc (Nanocoll®) ou de sulfure de rhénium marqués au 99mTc (Nanocis®) [85].  

Après injection, les radiotraceurs migrent dans les canaux lymphatiques puis sont 

phagocytés par les cellules histiomonocytaires présentes dans l’espace sinusoïdal [72]. 

L’administration peut se faire le jour même ou la veille de l’intervention. Dans ce dernier cas, 

une étape d’imagerie dynamique (lymphoscintigraphie) permet de visualiser dans le temps la 

capture du radiotraceur et de localiser les différents ganglions lymphatiques drainant la région 

d’intérêt [31].  
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La lymphoscintigraphie est essentielle dans la technique de biopsie du GS puisqu’elle 

permet d’augmenter les taux de détection et d’identifier les GS extra-axillaires [87]. La position 

des ganglions drainant le sein peut être repérée sur la peau à l’aide de la lymphoscintigraphie, 

facilitant ainsi la détection du GS au moment de l’intervention chirurgicale et réduisant la 

taille de l’incision en regard de la marque [59,88]. En l’absence de visualisation d’un GS en 

scintigraphie, la possibilité d’un envahissement ganglionnaire doit être suspectée.  

Il est à noter que certaines études n’ont pas démontré l’intérêt de la 

lymphoscintigraphie préopératoire dans l’augmentation de l’identification du GS ou la 

réduction des taux de faux-négatifs et concluent à l’inutilité de cette technique, qui augmente 

de façon significative les coûts de l’intervention [89,90]. 

Au moment de l’intervention, le repérage isotopique se fait à l’aide d’une sonde 

peropératoire d’abord à travers la peau puis dans le creux axillaire après incision [72]. Après 

prélèvement des ganglions « chauds », la radioactivité de l’aire ganglionnaire est mesurée afin 

de s’assurer que son activité résiduelle est conforme à celle du bruit de fond ou au moins 

inférieure à 10 % de l’activité maximale du GS ex vivo [72,91]. 

Les niveaux de radiations délivrés aux professionnels de la santé sont faibles : les 

doses les plus élevées sont reçues par le médecin nucléaire mais elles restent plus de 1 000 

fois inférieures à la limite annuelle admissible pour le public [92]. La courte demi-vie du 99mTc 

(6 heures) rend possible une réduction de l’activité au niveau du site d’injection d’un facteur 

10 le lendemain de l’injection. 

L’inconvénient de cette technique est son coût : la phase préopératoire de la technique 

du GS a été évaluée à 582 € en moyenne par patient [93]. Elle nécessite également 

l’intervention d’un médecin nucléaire et, pour des raisons d’organisation et de gestion, il est 

préférable que le service de médecine nucléaire soit à proximité du centre de soin. 

 

iii. Combinaison des deux techniques  

Les défenseurs de la technique du colorant bleu seule argumentent en faveur du faible 

coût de cette méthode comparé à la complexité et au surcoût liés à l’utilisation des 

radiocolloïdes et d’une caméra de détection peropératoire. Les partisans de la technique du 

radiocolloïde seul soutiennent le fait que le colorant bleu peut provoquer des réactions 

allergiques, un marquage de la peau pendant plusieurs mois et que le taux d’identification du 

GS n’est pas optimal [87]. 
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L’utilisation de la technique combinée (colorant bleu + radiocolloïde) a été décrite 

pour la première fois en 1996 et a montré un taux d’identification supérieur (92 %) et un taux 

de faux-négatifs inférieur (0 %) à ceux retrouvés avec les techniques simples [94]. Depuis, des 

études ont démontré la supériorité de la technique de détection double sur la détection avec un 

seul marqueur par une sensibilité et une spécificité optimales [66,95].  

Cette technique est aujourd’hui fortement recommandée car elle est la plus sûre, la 

plus confortable pour le chirurgien et elle permet de réduire la phase d’apprentissage [96,97]. La 

plupart des équipes pratiquant la biopsie du GS injectent le radiocolloïde la veille de 

l’intervention et réalisent une lymphoscintigraphie préopératoire entre 2 et 3 heures après 

l’injection [72]. Immédiatement après l’injection, le site est massé afin de faciliter le drainage 

lymphatique [98,99].  

Bien que certaines équipes ne recommandent pas ce geste, suspectant un risque de 

micrométastases d’origine traumatique [56], le massage reste communément pratiqué. Le 

marquage au feutre de la peau en regard du GS est effectué avec le bras en position 

chirurgicale. Le jour de l’intervention, le colorant bleu physiologique est injecté en 

périaréolaire entre 5 et 15 minutes avant l’incision de la peau au niveau des marques. Les 

vaisseaux lymphatiques sont ensuite suivis jusqu’aux GS et les chirurgiens s’assurent que les 

vaisseaux lymphatiques bleus drainent effectivement la tumeur. L’utilisation d’une gamma-

caméra portative permet de mesurer les taux de radioactivité des GS bleus repérés. Les 

ganglions « chauds » et bleus sont considérés comme sentinelles et sont alors disséqués.  

La méthode combinée présente de nombreux avantages mais elle nécessite une 

coopération multidisciplinaire entre le chirurgien, le médecin nucléaire et 

l’anatomopathologiste qui analysera les GS. De plus, afin de faciliter l’organisation et la 

planification, il est souhaitable que ces trois acteurs soient sur des sites géographiquement 

proches [96]. 

3. Facteurs affectant l�identification du ganglion sentinelle 

La technique du GS présente un très bon taux d’identification mais il arrive que, dans 

certains cas, le GS ne soit pas visualisé. Il est important de connaître les paramètres régissant 

la migration des traceurs dans le GS afin d’optimiser les conditions de visualisation du GS. 

Alors que certaines caractéristiques sont liées au patient et ne peuvent donc pas être 

modifiées, certains paramètres d’injection peuvent être corrigés afin d’obtenir de meilleurs 

taux d’identification. 
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i. Caractéristiques liées au patient 

L’âge avancé des patients est associé à une diminution de la turgescence tissulaire, ce 

qui se traduit par une réduction de la pression hydrostatique intralymphatique, indispensable 

au transport des traceurs vers le GS [100]. De plus, le tissu lymphatique étant progressivement 

remplacé par de la graisse, les traceurs ont moins d’espace pour s’accumuler dans les sinus et 

ont tendance à diffuser dans le tissu graisseux [100].  

Ce problème est également rencontré chez les patients présentant un fort indice de 

masse corporelle (IMC) [101,102]. En cas de réussite de la procédure chez des femmes ayant un 

fort IMC, le nombre moyen de GS extraits est toutefois inférieur à celui obtenu pour des 

femmes ayant un IMC moyen [101].  

La localisation de la tumeur primaire influence également les taux d’identification des 

GS : les tumeurs situées dans le quadrant supéro-externe présentent des taux d’identification 

du GS supérieurs à ceux obtenus pour les autres localisations, grâce à la faible distance à 

parcourir par les traceurs de la tumeur jusqu’à la région axillaire [102].  

L’essai clinique ALMANAC (Axillary Lymphatic Mapping Against Nodal Axillary 

Clearance) s’est intéressé, entre autres, à l’effet d’une invasion métastatique du GS sur sa 

visualisation [103]. L’obstruction des lymphatiques par les cellules tumorales ou l’invasion 

tumorale extra-ganglionnaire peut empêcher la migration des traceurs jusqu’au GS et générer 

des résultats faux-négatifs (Figure 7).  

A
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Figure 7 : Modèle d'invasion métastatique et flux lymphatique associé [103] 
Lors de l’envahissement du ganglion lymphatique par les cellules métastatiques, le volume résiduel accessible au 
traceur est réduit. (A) A ce stade, l’échec de visualisation du GS n’a pas lieu. Lorsque le flux des traceurs à 
l’intérieur du ganglion est bloqué, par la présence de cellules métastatiques (B) ou en cas d’obstruction des 
vaisseaux lymphatiques afférents (C), le taux de capture des traceurs par le GS est fortement réduit. 
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Quand le nombre de ganglions axillaires envahis augmente (et particulièrement à 

partir de 4 ganglions positifs), le taux de succès de la visualisation du GS par 

lymphoscintigraphie diminue [104]. Le flux lymphatique peut être détourné vers des ganglions 

non sentinelles qui n’ont pas encore reçu de cellules métastatiques, occasionnant un résultat 

faux-négatif [105,106]. L’utilisation du colorant bleu se révèle être très intéressante dans ce cas 

puisque le chirurgien peut alors suivre le vaisseau lymphatique bleu jusqu’à un ganglion non 

coloré. Le blocage du colorant à l’entrée du ganglion est alors synonyme d’envahissement 

métastatique et ce ganglion doit être considéré comme sentinelle, malgré l’absence de 

coloration [102,107]. Il est également recommandé de palper le creux axillaire ouvert à la fin de 

la procédure afin de détecter toute adénopathie suspectée et de la prélever. 

ii. Caractéristiques liées à l�injection 

Site d’injection 

Les traceurs peuvent être injectés par différentes voies (sous-cutané, intratumoral ou 

péritumoral - Figure 8) en fonction des équipes. 

 

A B CA B C  

Figure 8 : Représentation schématique des différentes voies d'injection des traceurs pour la visualisation 
du ganglion sentinelle [28] 
A : voie sous-cutanée, B : voie intratumorale, C : voie péritumorale. 

 

Les premières équipes étudiant la visualisation du GS dans le cancer du sein ont 

injecté les traceurs dans le parenchyme entourant la tumeur mammaire [43,44]. Ce mode 

d’administration semble le plus judicieux afin de localiser les ganglions lymphatiques 

drainant la tumeur (Figure 8 C). Cependant, une étude multicentrique ultérieure a montré un 

taux de faux-négatifs important et variable (de 0 à 29 %) avec ce type d’injection [108]. Ces 

résultats peuvent être expliqués par le fait que le réseau des lymphatiques profonds dans le 

sein est pauvre et souvent non prévisible [87]. Aussi, seule une faible proportion des traceurs 

injectés dans le parenchyme mammaire pourra atteindre le GS, rendant son identification plus 

difficile.  
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De plus, cette voie d’injection pose problème en cas de tumeur localisée dans le 

quadrant supéro-externe. Etant donné qu’une majeure partie des traceurs ne migre pas du 

point d’injection, l’injection péritumorale de traceurs radioactifs peut masquer le ganglion 

axillaire se trouvant à proximité [109]. En cas de tumeur non palpable, l’injection péritumorale 

des colloïdes radioactifs par un médecin nucléaire est délicate et doit se faire sous 

échographie.  

L’injection sous-cutanée des traceurs (Figure 8 A) a ensuite été envisagée étant donné 

l’origine embryonnaire ectodermique commune du parenchyme mammaire et de la peau sus-

jacente, à l’origine d’un système lymphatique commun, le plexus de Sappey [110]. Cette 

théorie a été validée par la colocalisation du bleu patenté injecté en sous-cutané et du traceur 

radioactif injecté en péritumoral [111]. La densité des vaisseaux lymphatiques dans la peau 

étant supérieure à celle du parenchyme mammaire, les traceurs injectés y sont transportés plus 

rapidement [110]. La voie d’administration sous-cutanée présente de nombreux avantages par 

rapport à l’injection péritumorale. Tout d’abord, le degré de radioactivité dans les GS est 

supérieur de 5 à 7 fois après une injection sous-cutanée comparé à une injection péritumorale, 

facilitant ainsi leur identification [112]. La durée de transit du site d’injection vers le creux 

axillaire étant plus court, le temps entre l’injection sous-cutanée et la biopsie du GS est 

compris entre 30 et 60 min, alors qu’il est de plusieurs heures à la suite d’une injection 

péritumorale [87]. Concernant les problèmes de masquage du GS en cas de tumeurs du 

quadrant supéro-externe, la peau au niveau du site d’injection peut être déplacée afin 

d’augmenter la distance entre le site d’injection et la région axillaire [87]. Néanmoins, 

l’inconvénient de cette voie d’injection réside dans le fait que le drainage vers des ganglions 

non axillaires ne peut pas être mis en évidence [87]. Afin de régler le problème d’injection lié 

aux tumeurs non palpables, l’injection sous-aréolaire a été fortement étudiée puisque le réseau 

de vaisseaux lymphatiques de la région aréolaire est très riche. Il a été montré que le drainage 

de colloïdes radioactifs injectés en sous-aréolaire coïncidait avec le drainage du colorant bleu 

injecté en péritumoral [113] et c’est, à ce jour, la voie d’injection de prédilection retenue par la 

plupart des équipes [114]. Cette technique simple élimine le besoin d’injection guidée par 

imagerie et permet d’augmenter la distance entre le site d’injection et la zone axillaire, 

réduisant ainsi les phénomènes de masquage du GS. 

Volume de traceurs injecté 

Les volumes d’injection de traceurs décrits dans la littérature varient de 0,2 à 16 mL 

pour les colloïdes radioactifs et de 0,5 à 7,5 mL pour les colorants bleus [115]. L’utilisation de 

grands volumes d’injection permet d’augmenter les chances de visualisation du GS.  
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Ainsi, en passant de volumes d’injection de traceurs radioactifs inférieurs à 3 mL à des 

volumes supérieurs à 8 mL, les taux d’identification du GS varient de 56 % à 100 % [108]. Les 

inconvénients liés à l’utilisation de tels volumes sont des douleurs à l’injection [87] et une 

augmentation de la zone de diffusion du traceur pouvant gêner la visualisation des GS 

proches [87,115].  

Les faibles volumes de solution injectés présentent l’avantage de ne pas perturber la 

physiologie normale des tissus environnants [116], de ne pas provoquer de collapse des 

vaisseaux lymphatiques [117] et de ne pas visualiser des ganglions non sentinelles, mais les 

taux d’identification peuvent être assez faibles (entre 85 % et 91 %) [43]. Néanmoins, il 

semblerait que le facteur principal expliquant les différences d’identification dans l’étude 

citée précédemment soit l’expérience de l’équipe chirurgicale puisque les volumes injectés 

aux patients n’ont pas été randomisés et les taux d’identification augmentent avec le nombre 

d’interventions réalisées [115]. 

 

Période d’apprentissage de l’équipe 

Avant d’abandonner la technique du curage axillaire, il est nécessaire que l’équipe soit 

correctement formée à la technique du GS d’un point de vue théorique et pratique. En effet, 

une amélioration des taux d’identification et de faux-négatifs a été démontrée lorsque 

l’expérience du chirurgien augmente [118]. Ainsi, pour les 30 à 40 premières techniques du GS 

effectuées par un chirurgien, il est recommandé de procéder à un curage axillaire 

systématique afin de valider de bons taux d’identification et de faux-négatifs [59,119]. Si, au 

bout des 30 ou 40 premiers cas, le taux d’identification est supérieur à 90 % et le taux de 

faux-négatifs inférieur à 5 %, le chirurgien peut s’affranchir du curage axillaire systématique. 

Progressivement, la technique du GS est enseignée aux internes et il n’est plus nécessaire 

d’imposer aux patients de subir la double intervention dans le seul but de former le 

chirurgien [120]. 

C. Examen anatomopathologique du ganglion sentinelle 

Alors que l’intervention chirurgicale se poursuit au bloc opératoire avec la 

tumorectomie, les GS, après exérèse, sont acheminés au plus vite vers le service d’anatomie 

pathologique afin de déterminer leur statut métastatique en peropératoire. Pour cela, deux 

types de technique sont utilisées en association ou non : les coupes histologiques et l’analyse 

par biologie moléculaire.  
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L’avantage de la technique du GS est de ne présenter au pathologiste qu’un groupe de 

1 à 3 ganglions contre 10 à 15 en cas de curage axillaire, ce qui permet une analyse plus 

ciblée [120]. La technique utilisée doit être fortement sensible afin de déterminer correctement 

le statut du GS, de présager du statut axillaire et d’orienter les traitements adjuvants. 

1. Différentes étapes de l�examen par coupes histologiques 

La méthode classique de détection des cellules métastatiques dans le ganglion repose 

sur l’analyse par le médecin anatomopathologiste des coupes ganglionnaires colorées par la 

méthode Hématoxyline – Eosine – Safran (HES). L’utilisation de coupes sériées permet 

d’augmenter les taux de détection des micrométastases et de diminuer les taux de faux-

négatifs [120]. En peropératoire, l’utilisation de coupes congelées ou par apposition permet de 

rendre le résultat très rapidement. Si aucune cellule métastatique n’est détectée, l’opération 

chirurgicale est arrêtée après la tumorectomie, mais des examens complémentaires sont requis 

afin de confirmer le diagnostic [96]. Pour cela, les GS prélevés sont fixés puis inclus en 

paraffine et les coupes sont colorées par HES. Si le GS négatif à l’examen extemporané se 

révèle être positif, le curage axillaire est programmé au cours d’une seconde intervention 

chirurgicale. Le résultat de cet examen définitif est rendu en général entre 5 et 10 jours après 

la biopsie du GS, ce qui peut retarder la mise en place des traitements adjuvants et être 

stressant pour le patient. Si le statut du GS est incertain, un examen immunohistochimique 

(IHC) peut permettre de lever les doutes. L’IHC se base sur la détection d’antigènes 

spécifiques des cellules épithéliales en utilisant des anticorps dirigés contre des cytokératines 

(CK).  

Les CK (20 sous-unités différentes) sont des filaments intermédiaires du cytosquelette 

des cellules épithéliales [121] et sont considérées comme de bons marqueurs de 

l’envahissement métastatique des ganglions lymphatiques [122]. Des anticorps dirigés contre 

différentes CK, seules ou en association, sont utilisés pour détecter la présence de cellules 

épithéliales dans les GS. Alors que les CK 7, 8, 18 et 19 sont exprimées par une majorité des 

cellules de carcinomes mammaires, la CK 20 est pratiquement absente de l’épithélium 

mammaire [123]. Comparé à la coloration HES, l’avantage majeur de cette technique réside 

dans sa très bonne sensibilité [124]. La technique IHC permet ainsi de détecter des 

micrométastases (de taille comprise entre 0,2 et 2 mm) ou des cellules tumorales isolées 

(amas cellulaire de taille inférieure à 0,2 mm) qui n’étaient pas visibles après coloration HES.  
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Cependant, cette sensibilité peut être un inconvénient puisque les taux élevés de 

détection des cellules métastatiques par la technique IHC sont à l’origine de la surestimation 

du stade de la maladie chez certains patients. La technique IHC n’est pas recommandée en cas 

de carcinomes canalaires in situ, pour lesquels le taux de métastases axillaire est inférieur à 

1 %, mais elle est préconisée dans les cas de carcinomes lobulaires où les cellules tumorales 

ressemblent fortement à des cellules lymphoïdes [59]. 

L’impact des micrométastases et des cellules isolées dans le GS sur les métastases à 

distance est très controversé. Le risque d’envahissement des ganglions non sentinelles peut 

atteindre 20 à 35 % en cas de micrométastases dans le GS, mais il n’est que de 10 à 15 % en 

cas de cellules isolées [125,126]. L’ASCO recommande donc un curage axillaire en cas de 

découverte de micrométastases dans le GS [59] mais pas en cas de cellules isolées. Certains 

auteurs préconisent une position attentiste, après validation en réunion de concertation 

pluridisciplinaire.  

2. Analyse par biologie moléculaire : One Step Nucleic acid 

Amplification (OSNA) 

Les analyses histopathologiques ne permettent d’examiner qu’une faible proportion du 

ganglion, ce qui est l’inconvénient majeur de ce type d’analyse puisque des métastases de 

petite taille peuvent ne pas être repérées. En diminuant l’intervalle entre les sections, on réduit 

le risque de faux-négatifs lié à une investigation limitée du GS mais le nombre de lames 

histologiques et donc le temps consacré à l’examen par le pathologiste augmente en 

conséquence [127]. L’analyse du GS par biologie moléculaire a émergé ces dernières années et 

pourrait avantageusement remplacer les techniques actuelles de diagnostic peropératoire du 

GS. Cette technique présente l’avantage d’être hautement sensible, d’analyser l’intégralité du 

GS et de permettre un rendu rapide du diagnostic [128]. 

La détection des métastases après solubilisation d’une partie ou du GS entier se base 

sur l’amplification de l’ARNm de la CK19 et présente une excellente corrélation avec les 

examens histopathologiques conventionnels [129,130]. Plusieurs études portant sur la recherche 

des marqueurs idéaux des métastases du cancer du sein ont été publiées [122,129,131]. Alors que 

certains articles préconisent l’utilisation de marqueurs multiples [122,131], pour d’autres, la 

sensibilité de la technique n’est pas augmentée en ajoutant un autre marqueur (mammaglobine 

par exemple) à la CK19 seule [129,130]. La positivité de CK19 sur la tumeur primitive est 

généralement recommandée lors de la recherche de ce marqueur dans le GS.  
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Pour la détection moléculaire des métastases ganglionnaires, le GS est divisé en 

4 sections dont 2 seront analysées par biologie moléculaire et 2 par coupes histologiques [130]. 

Ainsi, en cas de dysfonctions techniques de l’analyseur, l’intégralité du GS ne sera pas perdue 

et le diagnostic pourra être posé à l’aide des coupes histologiques [130]. Le délai nécessaire 

pour le rendu du diagnostic par OSNA, de la préparation du GS à la fin de l’analyse, varie en 

fonction du nombre de ganglion : de 22 min pour 1 GS à 46 min pour 4 GS dans les centres 

familiarisés avec cette technique [130]. 

Les avantages d’un examen OSNA en peropératoire sont multiples et concernent 

l’ensemble des personnes impliquées dans la biopsie du GS. Dans les services d’anatomo-

pathologie, cette technique permet de libérer du temps médecin, de réduire les erreurs 

humaines étant donné que le système est en grande partie automatisé et de supprimer les 

variations subjectives entre pathologistes par l’utilisation de caractères objectifs [132]. Pour les 

patients, l’avantage réside dans la dispense d’une deuxième opération chirurgicale en cas 

d’indication de curage axillaire et enfin, pour l’hôpital et les chirurgiens, ce système permet 

de libérer des lits et d’optimiser l’utilisation du bloc opératoire [129,132]. 

Les inconvénients de l’OSNA sont liés au fait que la RT-PCR quantitative n’est pas 

capable de renseigner sur la taille des foyers métastatiques [129]. Cependant, la technique 

OSNA semble être actuellement la technique la plus sensible qui donne un diagnostic sûr et 

rapide et elle est sujette à se développer dans les années à venir. 

 

La technique de biopsie du GS est aujourd�hui grandement utilisée pour le 

diagnostic des métastases ganglionnaires du cancer du sein grâce à ses nombreux 

avantages sur le curage axillaire. Néanmoins, les traceurs utilisés pour le repérage des 

GS ne sont pas idéaux et une alternative intéressante est apportée par l�imagerie de 

fluorescence proche infrarouge. 
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III. Cartographie du ganglion sentinelle par imagerie de 

fluorescence proche infrarouge 

A. Bases théoriques de la fluorescence 

La fluorescence correspond à l’émission de lumière par une molécule (un fluorophore) 

suite à son excitation liée à l’absorption d’un photon. Le spectre d’émission d’un composé 

dépend de sa structure chimique et du solvant dans lequel il est dissout [133]. 

Plusieurs caractéristiques telles que le rendement quantique de fluorescence (nombre 

de photons émis rapporté au nombre de photons absorbés) ou le coefficient d’extinction 

molaire (probabilité qu’un fluorophore absorbe un photon d’une certaine longueur d’onde 

dans un certain solvant) permettent de définir l’émission de fluorescence d’un fluorophore. 

L’intensité de fluorescence émise est directement proportionnelle au rendement quantique de 

fluorescence et au coefficient d’extinction molaire.  

Les processus de transfert d’énergie mis en jeu entre l’absorption et l’émission de 

lumière peuvent être illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 9). Les états singulets 

sont notés S0 (état fondamental), S1 et S2 (états excités), et seul le premier état triplet excité 

(T1) est représenté. Chaque niveau d’énergie est caractérisé par différents niveaux d’énergie 

vibrationnelle (Figure 9). 
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Figure 9 : Diagramme de Jablonski simplifié 
 

 

A température ambiante, le fluorophore se trouve dans un état électronique stable de 

faible énergie : l’état fondamental (S0). Suite à l’absorption d’une énergie lumineuse, le 

fluorophore occupe un état excité (S1 ou S2) instable de haute énergie (Figure 9). Rapidement, 

le fluorophore transfère l’excès d’énergie vibrationnelle aux molécules de solvant les plus 

proches par collision.  
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Le système évolue ensuite de l’état S2 à l’état S1 via des conversions internes. A partir 

de l’état S1, la molécule excitée peut retourner à son état fondamental S0 par un mécanisme de 

conversion interne (émission de chaleur) ou par l’émission d’un photon (fluorescence)          

(Figure 9). L’énergie de ce photon correspond à l’intervalle entre l’énergie de l’état 

fondamental S0 et celle de l’état excité S1. Les photons émis ont donc une énergie plus faible 

que les photons absorbés, ce qui explique que le pic d’émission de fluorescence soit décalé 

vers les hautes longueurs d’onde de faible énergie par rapport au pic d’absorption (effet de 

Stokes). 

Une autre voie de relaxation des molécules contenant des atomes lourds (Br, I, …) 

vers un état stable est possible par des conversions intersystèmes conduisant le système à un 

état triplet T1, responsable de l’émission de phosphorescence. 

 

B. Avantages et inconvénients de l�imagerie de fluorescence 

proche infrarouge 

Alors que la méthode de visualisation du GS utilisant un colorant bleu et un traceur 

radioactif est la seule autorisée dans la technique de biopsie du GS, d’autres types d’imagerie 

sont aujourd’hui à l’étude. Les avantages de l’imagerie optique sont nombreux : visualisation 

en temps réel, facilité d’utilisation, prix abordable et absence de radiations ionisantes, rendant 

cette technique non invasive et parfaitement utilisable dans un contexte clinique [134]. Le 

matériel nécessaire au recueil des données de fluorescence est simple et consiste en une 

source d’excitation et un détecteur sensible doté des filtres adéquats pour capter les signaux 

de fluorescence [135]. Le principal inconvénient de l’imagerie est lié à la faible profondeur de 

pénétration de la lumière dans les tissus. Cependant, cet obstacle peut être évité en utilisant 

les longueurs d’onde du proche infrarouge (PIR). 

Alors que les photons du domaine du visible sont absorbés par les nombreux 

fluorochromes présents dans les tissus, les photons du proche infrarouge (680 – 900 nm) ne 

sont que faiblement absorbés par les tissus biologiques, ce qui permet une profondeur de 

pénétration de la lumière de 1 à 2 cm (Figure 10) [136,137]. L’utilisation de la fluorescence dans 

le proche infrarouge diminue le signal de fluorescence des tissus environnants, réduisant ainsi 

le rapport signal / bruit de fond et permettant une meilleure visualisation du fluorophore. Un 

avantage certain de l’imagerie de fluorescence est dû à sa forte sensibilité : la plupart des 

systèmes d’imagerie optique peuvent détecter de très faibles quantités de fluorophores (de 

l’ordre de la picomole). 
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Figure 10 : Absorption de la lumière dans un tissu normalement oxygéné [136] 
Hb : Hémoglobine, HbO2 : Oxyhémoglobine 

 

Les photons de longueurs d’onde supérieures à 900 nm, quant à eux, sont fortement 

absorbés par l’eau tissulaire, dissipent leur énergie par de la chaleur et peuvent provoquer de 

nombreux dommages tissulaires. Il n’est donc pas envisageable d’utiliser les longueurs 

d’onde du domaine de l’infrarouge dans un contexte clinique de cartographie du GS [134]. 

 

Les limitations de l’imagerie de fluorescence sont liées aux problèmes de propagation 

de la lumière dans les tissus. Pour la visualisation de structures profondes par imagerie de 

fluorescence, le signal détecté en surface est d’autant plus atténué que l’organe d’intérêt est 

profond. Plus la source de fluorescence est profonde, plus le rapport signal / bruit de fond est 

faible et donc plus le repérage en surface s’avère difficile [138].  

 

L’imagerie de fluorescence en 2 dimensions ne permet donc pas de quantifier les 

concentrations en fluorophores d’un tissu en fonction de son intensité de fluorescence en 

surface. Une source de petite taille contenant une forte concentration en fluorophore localisée 

en profondeur peut donner un signal de fluorescence en surface identique à une source de 

grande taille contenant de faible concentration en fluorophore située à proximité de la surface 

(Figure 11).  

 

 

Figure 11 : Variation de la profondeur et de la quantité de fluorophores d'une source fluorescente 
résultant en un signal identique en surface [138] 
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Le signal de fluorescence obtenu en surface dépend donc de la profondeur de la 

source, de sa concentration en fluorophores et des propriétés optiques de la source et des 

tissus sus-jacents [138]. 

Les problèmes de quantification sont 

liés au fait que le transport de la lumière dans 

les tissus n’est pas linéaire : les photons 

peuvent être absorbés, diffusés, réfléchis ou 

réfractés (Figure 12).  

 

 

Figure 12 : Phénomènes affectant la propagation 
de la lumière dans les tissus biologiques 

 

Les deux phénomènes majeurs qui régissent la propagation de la lumière dans les 

tissus biologiques sont la diffusion et l’absorption. Ces événements sont déterminées 

respectivement par le coefficient de diffusion et le coefficient d’absorption de chaque 

tissu [135]. Les principaux constituants des tissus responsables de l’absorption de la lumière 

sont l’hémoglobine pour les longueurs d’onde visibles et l’eau dans le domaine infrarouge. 

Ainsi, les tissus richement vascularisés tels que le foie, la rate ou le cœur présentent des 

coefficients d’absorption très élevés pour des longueurs d’onde inférieures à 600 nm [135].  

Durant sa propagation dans les tissus, 

la lumière est déviée de sa trajectoire initiale 

de nombreuses fois à cause de la présence 

d’éléments diffusants. Après une courte 

distance (~ 1 mm), la lumière se propage dans 

toutes les directions de l’espace (diffusion 

isotropique) et rencontre de nombreuses 

molécules absorbantes (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Modèle de propagation de la lumière 
dans un milieu absorbant et diffusant [135] 

Il s’ensuit donc une diminution rapide de l’intensité lumineuse avec l’augmentation de 

la distance entre la source et le détecteur de la fluorescence [135]. 

 

Dans le contexte clinique de repérage du GS, les données quantitatives ne sont pas 

nécessaires et seule la position anatomique du GS dans les tissus est importante. Une 

instrumentation portative et peu coûteuse d’imagerie de fluorescence permettrait de guider la 

chirurgie en temps réel. Etant donné que les longueurs d’onde de l’infrarouge sont invisibles à 

l’œil humain, il est indispensable de recourir à une instrumentation pour les visualiser. 
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C. Différents systèmes d�imagerie de fluorescence infrarouge 

Il existe actuellement plusieurs systèmes d’imagerie de fluorescence infrarouge 

commercialisés permettant de visualiser en temps réel des structures d’intérêt, telles que le GS 

ou la perfusion d’un organe. Les caractéristiques des principaux systèmes à l’étude pour la 

clinique sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 4). 

 

Tableau 4 : Systèmes d'imagerie de fluorescence infrarouge commercialisés 
n.m. : non mentionné 
 

Nom Spy® Photodynamic Eye IC View 
Fabricant, 
Pays 

Novadaq Technologies, 
Canada 

Hamamatsu Photonics,  
Japon 

Pulsion Medical Systems, 
Allemagne 

λ excitation 806 nm 760 nm 780 nm 

Puissance 
du laser  

2,0 W en sortie n.m. 0,16 W 

Dimension 
du champ de 
vision 

56 cm2 n.m. n.m. 

Distance 
tête optique/ 
zone 
d’intérêt 

30 cm 
Caméra portative placée à 
environ 20 cm de la zone 
d’intérêt 

Caméra portative 

λ émission 830 nm < 820 nm > 820 nm 

Traceurs 
utilisés 

Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine 

Applications - Revascularisation des 
coronaires après greffe 
- Différenciation tissu sain / 
tissu tumoral 

- Biopsie du GS  
- Perfusion périphérique des 
tissus et des organes 
- Chirurgie viscérale 

- Biopsie du GS 
- Chirurgie viscérale 
- Perfusion des tissus greffés 
- Angiographie 

Photo du 
système 

 
1 : tête optique contenant le laser et 
la caméra, 2 : moniteur, 
3 : unité centrale, 4 : laser 

 

Références [139,140] [141] [142] 
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Tableau 4 (suite) 

Nom Fluobeam�  FLARE�  Mini-FLARE�  
Fabricant, 
Pays 

Fluoptics, 
France 

Beth Israel Deaconess 
Medical Center, USA 

Beth Israel Deaconess 
Medical Center, USA 

λ excitation 
Lumière blanche +  
690 nm ou 780 nm 

Lumière blanche,  
670 nm et 760 nm 

Lumière blanche,  
670 nm ou 760 nm 

Puissance 
du laser  

3 mW.cm-2 
4 mW.cm-2 (exc. 670 nm),  
14 mW.cm-2 (exc. 760 nm) 

1 mW.cm-2 (exc. 670 nm),  
7 mW.cm-2 (exc. 760 nm) 

Dimension 
du champ de 
vision 

Zoom ajustable de  
2,2 x 1,7 cm à 15 x 11,3 cm 

12 x 9 cm 

Distance 
tête optique/ 
zone 
d’intérêt 

Système portatif ; champ de 
6 cm de diamètre lorsque la 
tête est placée à 15 cm de 
distance 45 cm  32 cm 

λ émission > 700 nm ou > 800 nm 
3 filtres bande passante :  
400–650 nm, 689-725 nm, 800-848 nm 

Traceurs 
utilisés 

Quantum Dots, IRDye 
800CW, AngioStamp® 

Vert d’indocyanine, bleu de méthylène, Quantum Dots 

Applications - Biopsie du GS 
- Visualisation des marges 
tumorales 
- Différenciation tissu sain / 
tissu tumoral 

- Biopsie du GS 
- Imagerie vasculaire : perfusion cardiaque, angiographie des 
coronaires 

Photo du 
système 

  

 

 

Références [143] [144] [145] 

 

Alors que le système SPY™ de Novadaq est déjà approuvé par la FDA pour les 

indications de pontage coronarien, de chirurgie plastique et reconstructive ou encore de 

transplantations d’organes, les autres systèmes d’imageurs infrarouge sont utilisés uniquement 

en recherche expérimentale [145]. Ces imageurs permettent de collecter les photons émis par 

l’activation d’un fluorophore excitable dans le proche infrarouge. Dans la majorité des études 

portant sur l’imagerie infrarouge du système lymphatique, l’agent de contraste dans le proche 

infrarouge utilisé est le vert d’indocyanine (ICG). L’ICG possède cependant certains 

inconvénients comme une faible photostabilité et c’est pourquoi d’autres fluorophores, dont 

les propriétés peuvent être finement adaptées à l’imagerie proche infrarouge sont aujourd’hui 

à l’étude en recherche expérimentale. 
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D. Biodistribution des traceurs fluorescents selon leurs 

caractéristiques physico-chimiques 

Outre de bonnes propriétés de fluorescence (forte brillance, faible photoblanchiment, 

fort rendement quantique de fluorescence, …), les caractéristiques des traceurs utilisés dans la 

localisation du GS doivent être compatibles avec leur migration rapide et leur fixation au 

ganglion avec une haute affinité et une forte spécificité. Pour pouvoir être utilisé lors de la 

technique de biopsie du GS, le traceur doit migrer dans le ganglion dans un temps compatible 

avec la clinique (environ 30 minutes) et dans des quantités adaptées à la visualisation du GS. 

Le traceur doit également être retenu dans le GS suffisamment longtemps sans passer dans les 

ganglions non sentinelles afin de permettre la chirurgie dans un large intervalle de temps. 

Bien que la migration des particules dépende du flux lymphatique, qui est propre à chaque 

patient, les caractéristiques du traceur telles que sa taille et sa chimie de surface peuvent être 

modulées afin de répondre à ces critères de migration. Il est préférable également que les 

traceurs utilisés soient rapidement éliminés de l’organisme et ne s’accumulent pas dans un 

organe. 

1. Taille des particules du traceur  

La taille des particules est l’une des caractéristiques régissant leur capacité migratoire 

dans le système lymphatique. Pour pouvoir entrer dans les capillaires lymphatiques, les 

particules doivent être de taille inférieure à celle des pores entre les cellules endothéliales.  

Les particules de très petite taille comme le colorant bleu (5 nm) ou les colloïdes 

d’antimoine trisulfide (3 à 12 nm) peuvent traverser les jonctions interendothéliales de 10 à 

25 nm et rejoindre rapidement le GS [86]. L’inconvénient de ces petites particules réside dans 

leur diffusion rapide dans les tissus, ce qui conduit à une mauvaise définition du GS [146]. De 

plus, les cellules phagocytaires du GS ne peuvent pas toutes les capturer. Les ganglions de 

second échelon peuvent ainsi recevoir le flux de traceur et être marqués comme le GS [110].  

Les particules de taille intermédiaire (20 - 50 nm) permettent de visualiser rapidement 

le GS, d’autant plus que leur taille se rapproche de 20 nm. Ainsi, des nanocages d’or de 

30 nm migrent plus rapidement et en plus grande quantité dans le GS que les mêmes 

nanoparticules de 50 nm de diamètre [147].  

Les plus grosses particules (de 100 à 1 000 nm), quant à elles, montrent des difficultés 

à migrer dans la matrice interstitielle [31] et entrent en petite quantité et plus lentement dans les 

vaisseaux lymphatiques [110].  
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Les vaisseaux lymphatiques collecteurs ainsi que les ganglions de second échelon sont 

marqués moins fréquemment qu’avec des particules de petite taille et il arrive même que ces 

grosses particules ne migrent pas du site d’injection [31,110].  

Il semblerait donc que la taille optimale des particules permettant de visualiser le GS 

dans des durées compatibles avec la clinique soit comprise entre 10 et 100 nm [148]. La 

variation en taille des traceurs se traduit par des différences de temps de migration optimal 

dans le GS : entre 5 et 15 min après injection du colorant bleu, entre 21 et 60 minutes après 

injection de particules filtrées de radiocolloïdes (de 7 à 50 nm) et entre 61 à 240 minutes après 

injection de particules non filtrées (de 100 à 1 000 nm) [87]. 

La taille des nanoparticules est un facteur important influençant la biodistribution et 

l’excrétion du traceur. Le rein agissant comme un filtre, les nanoparticules de taille inférieure 

à 5,5 nm peuvent être éliminées par la voie urinaire [149,150]. En revanche, les plus grosses 

particules sont captées par le système réticuloendothélial et sont piégées par les macrophages 

du foie et de la rate [149,151-154] ou bien sont excrétées par la voie hépatobiliaire, si les 

nanoparticules entrent dans les hépatocytes [155,156]. Au delà d’une taille de 5,5 nm, aucune 

différence de biodistribution ou d’excrétion n’est observée avec l’augmentation de taille des 

nanoparticules [157,158]. 

2. Chimie de surface du traceur 

i. Hydrophilicité 

Une bonne solubilité ainsi qu’une stabilité dans le temps sont des prérequis essentiels 

avant toute injection in vivo des traceurs. Dans le cas d’un traceur hydrophobe, différentes 

stratégies peuvent être adoptées afin de rendre ce composé soluble dans les milieux aqueux. 

La technique la plus utilisée actuellement consiste à incorporer le composé non polaire dans 

une micelle de polymères amphiphiles afin de pouvoir l’utiliser dans un environnement 

polaire [159,160].  

ii. Charge de surface 

Des études préliminaires ont précisé que la vitesse de transport et la capture des 

particules dans les lymphatiques étaient intimement liées à leur charge et à leur 

hydrophobicité [161].  
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Ainsi, le taux de drainage des particules du point d’injection jusqu’aux ganglions et 

leur distribution dans le système lymphatique dépend fortement du potentiel zêtaj (ȗ) des 

particules injectées. En ajoutant un groupement méthyle (neutre), amine (charge positive) ou 

carboxyle (charge négative) aux groupements de surface de nanocages d’or, la charge 

électrique de surface des nanoparticules s’en trouve modifiée, ce qui influence les vitesses de 

transport vers le GS : les nanoparticules neutres ou chargées négativement migrent plus vite 

vers le GS que les nanoparticules chargées positivement [147]. De plus, les nanoparticules 

chargées négativement ne s’accumulent pas seulement dans le GS mais aussi dans les 

vaisseaux lymphatiques adjacents, ce qui permet de suivre le vaisseau lymphatique jusqu’au 

GS, facilitant ainsi la biopsie [147]. En revanche, d’autres études n’ont montré aucune 

différence de migration des nanoparticules dans les ganglions lymphatiques en fonction de 

leur charge de surface [152,157].  

La charge électrique de surface d’un traceur sous forme nanoparticulaire influence 

fortement l’opsonisation des nanoparticules, ce qui impacte leur élimination par le SRE. Les 

nanoparticules chargées présentent, à cause de l’augmentation de l’adsorption des protéines 

plasmatiques, un taux de capture plus élevé que les nanoparticules neutres [149,162-164].  

La charge de surface permet également de prédire la stabilité des nanoparticules : un 

potentiel ȗ inférieur à - 25 mV ou supérieur à + 25 mV rend les nanoparticules fortement 

chargées, ce qui assure leur stabilité colloïdale dans l’eau grâce aux forces de répulsions 

électrostatiques entre particules [163]. Dans l’intervalle [– 25 mV ; + 25 mV], la stabilité 

colloïdale dans l’eau n’est pas assurée. 

iii. PEGylation 

Afin d’échapper à la reconnaissance par le SRE, des groupements chimiques peuvent 

être greffés à la surface des nanoparticules afin de retarder leur opsonisation. La diminution 

de l’opsonisation du traceur réduit sa capture par le SRE et en particulier sa rétention dans le 

foie et la rate.  

Le poly(éthylène glycol) (PEG) est le groupement le plus efficace et donc le plus 

utilisé afin de retarder l’opsonisation des particules mais d’autres groupements tels que les 

polysaccharides, l'alcool polyvinylique ou encore les poloxamères peuvent aussi être 

employés [38]. Le PEG est un polymère faiblement toxique, non immunogène et approuvé par 

la FDA pour une utilisation clinique [162,165].  

                                                 
j  Potentiel zêta : Charge électrique qu'une particule acquiert grâce aux ions qui l’entourent en solution. 
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Les groupements PEG constituent une barrière stérique réduisant les interactions non 

spécifiques avec les protéines et ainsi l’opsonisation [166]. La répulsion des protéines par les 

groupements PEG greffés à la surface des nanoparticules serait liée à leur conformation [38]. 

La conformation des chaînes de PEG à la surface des nanoparticules est variable en fonction 

de la densité de greffage des polymères : une faible densité laisse une grande amplitude de 

mouvement aux groupements PEG, qui se disposent en une conformation « champignon » 

(Figure 14 A), alors qu’à forte densité, la mobilité restreinte des PEG est responsable d’une 

conformation « en brosse » des chaînes de PEG (Figure 14 B) [167]. 

A B

 

Figure 14 : Représentation schématique des chaînes de PEG à la surface d�une nanoparticule [167] 
A : conformation "champignon" à faible densité de greffage, B : conformation en "brosse" à forte densité. 

 

Il semblerait qu’une conformation intermédiaire entre « champignon » et « brosse » 

des chaînes de PEG à la surface des nanoparticules soit la plus adaptée pour éviter les trous 

entre les chaînes permettant l’adsorption des protéines et une conformation trop rigide 

empêchant sa flexibilité. La longueur des chaînes de PEG peut également être ajustée afin de 

réduire l’opsonisation. La quantité de protéines adsorbées sur les nanoparticules peut être 

réduite de moitié en augmentant la longueur de la chaîne faisant passer la masse molaire du 

PEG de 2 000 à 5 000 kDa. Les groupements PEG de faibles masses molaires ne seraient pas 

efficaces dans la répulsion des protéines à cause de la flexibilité limitée des courtes chaînes de 

PEG et de la faible épaisseur de la couche protectrice [38,168]. En revanche, au-delà de 

5 000 kDa, aucune diminution de l’adsorption des protéines plasmatiques n’a pu être mise en 

évidence [166]. Comparé à des nanoparticules « nues », les nanoparticules pegylées présentent 

une biodistribution totalement différente : le temps de circulation des nanoparticules dans le 

sang est fortement augmenté et l’accumulation dans le foie est nettement ralentie pour les 

nanoparticules pegylées [168]. Cette caractéristique est particulièrement importante pour la 

visualisation des GS puisque l’augmentation de la rétention par le SRE réduit la capture des 

nanoparticules par les ganglions lymphatiques [151].  

En augmentant la densité et la longueur des chaînes de PEG à la surface des 

nanoparticules, leur opsonisation peut ainsi être réduite, permettant une augmentation de leur 

temps de circulation dans l’organisme et une meilleure séquestration par les GS [151,152,168].  
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Cependant, l’augmentation de la longueur des chaînes de PEG accroît leur 

encombrement stérique, ce qui peut ralentir leur excrétion urinaire. Alors que des 

nanoparticules recouvertes de PEG 250 kDa sont excrétées rapidement (15 min) par la voie 

rénale, ces mêmes nanoparticules dotées de PEG 2 000 kDa circulent plus longtemps dans le 

sang et sont éliminées plus lentement (1 h) [163]. Néanmoins, le taux d’excrétion urinaire est 

toujours plus important pour les nanoparticules pegylées que pour les nanoparticules non 

pegylées [152]. Il est important de noter que la longueur des PEG joue également un rôle sur le 

potentiel ȗ des nanoparticules : les nanoparticules pourvues de PEG 250-COOH sont chargées 

négativement à pH 7,4 alors qu’elles sont neutres en présence de PEG 2000-COOH [163].  

Dans la cadre de la visualisation du GS, l’injection des traceurs se fait en sous-cutanée 

(sc.), afin que le traceur rejoigne les ganglions par les vaisseaux lymphatiques. Les études de 

biodistribution sont réalisées en majorité suite à des injections intraveineuses (iv.) de 

nanoparticules, ce qui ne reflète pas la biodistribution de ces nanoparticules suite à une 

injection sc.. La clairance sanguine des nanoparticules injectées en iv. se fait rapidement vers 

le foie et la rate alors que les nanoparticules injectées en sc. ne sont retrouvées dans le sang 

qu’au bout de 9 h [169] et en plus faible quantité (0,2 % de la dose injectée 24 h après 

administration) [170]. Quand les particules injectées en sc. se retrouvent dans la circulation 

générale, elles suivent la même distribution que les nanoparticules injectées par la voie iv., 

avec un ratio d’accumulation dans les organes du SRE entre 14 et 18 fois inférieur [169,170]. En 

revanche, les nanoparticules injectées en sc. s’accumulent préférentiellement dans les 

ganglions lymphatiques à proximité du site d’injection [169-171].  

 

Après avoir détaillé les avantages de l�imagerie de fluorescence proche 

infrarouge et les caractéristiques des nanoparticules permettant une bonne migration 

dans le GS, nous allons maintenant décrire les différents types de nanoparticules à 

l�étude dans la visualisation du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge. 
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IV. Nanoparticules fluorescentes utilisées dans le repérage 

du ganglion sentinelle 

 

Les fluorophores utilisés dans le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche 

infrarouge sont de 2 natures différentes : les nanoparticules inorganiques et les fluorophores 

organiques. 

Les nanoparticules inorganiques sont composées par les Quantum Dots et les 

nanoparticules up-converted. Les nanoparticules up-converted absorbent dans le proche 

infrarouge et émettent dans le visible. Elles ne seront pas traitées dans ce manuscrit 

puisqu’elles n’émettent pas de fluorescence dans le proche infrarouge. 

La liste des fluorophores organiques est longue mais les fluorophores les plus utilisés 

sont les cyanines, qui possèdent un important coefficient d’extinction molaire et un fort 

rendement quantique de fluorescence. Les cyanines sont composées de deux hétérocycles 

aromatiques azotés liés par un pont polyméthine, dont la longueur est proportionnelle à la 

longueur d’onde d’émission de fluorescence de la cyanine. Ainsi, la cyanine 3 (pont 

triméthine) émet dans le visible alors que la cyanine 7 émet dans le proche infrarouge. 

Cependant, ces composés comportent, entre autres, les inconvénients suivants : leur petite 

taille ne permet pas leur rétention dans le GS et favorise leur passage dans les ganglions de 

2nd échelon, leur stabilité n’est pas toujours suffisante et certains fluorophores ne sont pas 

utilisables dans les milieux biologiques à cause de leur caractère hydrophobe [172]. Ces défauts 

peuvent toutefois être résolus en encapsulant les fluorophores organiques dans des 

nanoparticules. Les nanoparticules peuvent être constituées par des protéines (couplage de 

l’ICG à des nanoparticules d’albumine [173]), des lipides (encapsulation de l’ICG dans des 

Lipidots [174]), des polysaccharides (greffage de cyanine 5.5 à du dextran [175]), des polymères 

synthétiques (incorporation de molécules de rhodamine B à des particules de latex [176]), ou 

encore, en conjuguant un fluorophore organique à une matrice de silice [177]. La taille de la 

nanoparticule peut ainsi être adaptée pour une bonne migration dans le GS. Le fluorophore 

étant protégé par la nanoparticule, sa stabilité est maintenue et l’hydrophilicité de l’ensemble 

est assurée. Comparées aux polymères, les nanoparticules de silice présentent les avantages 

suivants : synthèse plus simple, nanoparticules plus stables, plus hydrophiles et 

biocompatibles. C’est pour ces raisons que les nanoparticules de silice suscitent actuellement 

un grand intérêt et ce, dans de multiples applications biologiques [178]. 
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Quelles que soient les nanoparticules utilisées, leur toxicité doit rester dans des limites 

acceptables. Les facteurs tels que la taille, la charge de surface et la solubilité des 

nanoparticules sont les points majeurs à contrôler afin d’avoir la meilleure biocompatibilité 

possible (Figure 15) [179]. La taille des nanoparticules permet, par exemple, de prédire la voie 

de clairance empruntée. 

 

Figure 15 : Facteurs affectant la biocompatibilité des nanoparticules [179] 
 

A. Quantum Dots 

Les Quantum Dots (QDs ou points quantiques) sont des nanocristaux fluorescents 

sphériques de semi-conducteurs, qui présentent des propriétés photophysiques remarquables. 

L’hydrophilicité des QDs est assurée par la présence d’un revêtement de surface permettant 

leur utilisation dans les milieux biologiques. 

1. Propriétés photophysiques de la structure c�ur/coque des 

Quantum Dots 

i. Rôle du c�ur dans la fluorescence des Quantum Dots 

Le cœur des QDs est composé de centaines voire de milliers d’atomes des groupes II - 

IV (ex. CdSe ou CdTe), III - V (ex. InP ou InAs) ou encore I - III - IV (ex. CuInS2). La 

miniaturisation des semi-conducteurs sous la forme nanoparticulaire fait apparaître de 

nouvelles propriétés qui n’existaient pas dans la forme massive du semi-conducteur. En effet, 

à cette échelle de taille, l’association d’éléments semi-conducteurs produit une fluorescence 

présentant des caractéristiques très intéressantes.  
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A l’intérieur d’un solide, les électrons ne peuvent prendre des valeurs d’énergie 

comprises que dans certains intervalles, les bandes d’énergie, qui sont séparées par des bandes 

d’énergie interdites. La dernière bande d’énergie complètement remplie par des électrons à 

leur état fondamental (non excité) est appelée « bande de valence » et la bande qui la suit se 

nomme « bande de conduction ».  

L’énergie qui sépare ces deux bandes est appelée « bande gap » ou « energy gap ». 

Alors que dans un matériau conducteur, la bande de valence et la bande de conduction se 

chevauchent, permettant le passage des électrons de l’une à l’autre, dans un matériau isolant, 

la bande de valence et la bande de conduction sont séparées par un large bande gap, ne 

permettant pas le passage d’électrons de la bande de valence vers la bande de conduction 

(Figure 16). Dans un semi-conducteur, le bande gap est plus faible, permettant le passage des 

électrons vers la bande de conduction en cas d’apport d’énergie externe, comme par exemple, 

lors de l’absorption d’un photon (Figure 16) [180]. 

 

Figure 16 : Structure électronique d'un matériau conducteur, semi-conducteur ou isolant [180] 
 

Les QDs sont des particules dont le diamètre du cœur est compris entre 2 et 10 nm. 

Cette petite taille est à l’origine du confinement quantique des électrons dans les trois 

dimensions. Ce confinement limite le nombre de niveaux d’énergie qu’un électron peut 

occuper (Figure 17). Lors de l’excitation de ce cristal par l’absorption d’un photon d’énergie 

équivalente à l’énergie du bande gap, un électron excité de la bande de valence peut occuper 

un niveau d’énergie de la bande de conduction, ce qui crée, en parallèle, un « trou » dans la 

bande de valence. Une telle transition est donc à l’origine d’une paire électron-trou ou exciton 

dans le cristal. Lorsque l’électron excité retourne à son état fondamental, il se recombine avec 

le « trou » de la bande de valence en émettant de l’énergie sous forme d’un photon dont 

l’énergie est équivalente à celle du bande gap [181].  

 

 

En diminuant la taille du cœur du QD, le 

confinement des électrons augmente, ce qui accroît 

l’énergie du bande gap (Figure 17).  
 

Figure 17 : Structure électronique des 
semi-conducteurs sous forme massive ou 
nanoparticulaire [180] 
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Tous les photons du spectre UV-visible ayant une énergie supérieure à celle du bande 

gap peuvent être absorbés par les QDs. En faisant varier la composition du cœur du QD, la 

bande d’énergie interdite varie également. L’énergie du photon émis étant lié à la valeur 

d’énergie du bande gap, une variation de la taille du bande gap est synonyme d’une 

modification de la longueur d’onde du photon émis.  

Pour les petits QDs dont le bande gap est important, l’énergie du photon émis est 

élevée, ce qui signifie que sa longueur d’onde est faible. A l’inverse, les gros QDs présentent 

un faible bande gap et émettent des photons de faible énergie et donc de grande longueur 

d’onde (Figure 18). 

 

Figure 18 : Longueur d'onde d'émission des QDs de composition identique en fonction de leur taille [180] 
 

ii. Importance de la couche inorganique recouvrant le c�ur des Quantum Dots 

Les QDs composés uniquement d’un cœur de semi-conducteurs sont instables et 

peuvent rapidement être dégradés par photooxydation, engendrant une toxicité liée à la 

libération d’ions de métaux lourds [182]. Le rendement quantique de tels QDs étant faible, leur 

utilité reste minime. Ces deux problèmes sont liés à la structure même du QD combinant un 

très grand nombre d’atomes en surface à un faible volume de nanoparticule. A l’échelle 

nanométrique, les atomes de surface jouent un rôle majeur dans les propriétés catalytiques, 

électroniques et optiques. Lorsque le diamètre d’une nanoparticule sphérique diminue, le ratio 

de sa surface sur son volume augmente rapidement, plaçant un grand nombre d’atomes en 

surface. Ces atomes de surface, ne pouvant pas établir de liaisons chimiques avec des 

molécules voisines, se retrouvent avec des orbitales électroniques inoccupées. Ces orbitales 

peuvent piéger les porteurs de charges que sont les électrons excités de la bande de 

conduction, empêchant ainsi la recombinaison de la paire électron-trou à l’origine de 

l’émission d’un photon, et diminuant donc le rendement quantique de fluorescence des 

QDs [180]. Ces atomes de surface présentent une forte réactivité chimique vis-à-vis de 

l’environnement proche du QD et sont à l’origine de l’instabilité chimique de la 

nanoparticule. Afin de prévenir ces effets indésirables, les liaisons chimiques libres de surface 

peuvent être saturées par la présence d’une couche inorganique.  
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La couche inorganique est, de façon générale, composée d’une association d’atomes 

de Cd, Zn, S ou Se. Cette couche présente un bande gap de haute énergie, confinant de façon 

efficace les électrons à l’intérieur du cœur du QD et augmentant ainsi son rendement 

quantique de fluorescence [180]. Cependant, l’épaisseur de cette coque doit être optimisée afin 

de protéger le cœur du QD de la photooxydation et de la dégradation sans altérer ses 

propriétés photophysiques. 

 

iii. Avantages des Quantum Dots par rapport aux fluorophores organiques 

Les QDs présentent de forts coefficients d’extinction molaire (de l’ordre de 0,5 à 

5.106 M-1.cm-1), ce qui, associé à un bon rendement quantique de fluorescence, les rend très 

brillants, même dans les conditions in vivo où les intensités lumineuses sont fortement 

atténuées par les phénomènes d’absorption et de diffusion de la lumière [183]. Avec des 

rendements quantiques de fluorescence équivalents mais des coefficients d’extinction molaire 

plus faibles (de l’ordre de 5 à 10.104 M-1.cm-1), les fluorophores organiques sont beaucoup 

moins brillants que les QDs [183]. 

Une structure cœur / coque produit des QDs avec une photostabilité exceptionnelle, 

plusieurs milliers de fois supérieure à celle obtenue avec les fluorophores organiques. Ainsi, 

un QD peut être illuminé de façon continue pendant plus de 30 minutes sans perdre en 

intensité de fluorescence alors qu’un fluorophore organique subira un photoblanchiment en 

quelques secondes (Figure 19) [183]. 

 
Figure 19 : Courbes de photoblanchiment de QDs et d'un fluorophore organique au cours du temps sous 
les mêmes conditions d�excitation [183]  

 

A la différence des fluorophores organiques, l’absorbance des QDs augmente vers les 

faibles longueurs d’onde (Figure 20 A). Cette caractéristique des QDs est particulièrement 

intéressante puisqu’elle permet d’utiliser une seule source lumineuse pour exciter des QDs de 

différentes tailles et donc émettant à différentes longueurs d’onde (Figure 20 B) [180]. 
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Figure 20 : Absorption et émission des Quantum Dots 
A. Comparaison des spectres d'absorption d'un QD (noir) et d'un fluorophore organique (rouge) [184]. 
B. Emission de QDs de taille variable suite à une excitation par une lampe UV [180]. 

 

L’intervalle entre le pic d’excitation et le pic d’émission de fluorescence d’une 

molécule est appelé le décalage de Stokes. Pour les QDs, qui sont excitables sur un large 

intervalle de longueur d’onde, le décalage de Stokes peut atteindre 300 à 400 nm en fonction 

de la longueur d’onde d’excitation choisie [183]. En revanche, les fluorophores organiques 

présentent un faible décalage de Stokes, ce qui peut nuire à la séparation entre le signal 

d’excitation et le signal d’émission [172].  

En fonction de la distribution en taille des QDs, la largeur du pic d’émission peut être 

finement réglée. Pour des échantillons de QDs monodisperses, le pic d’émission est 

relativement symétrique avec une faible largeur à mi-hauteur alors que le pic d’émission des 

fluorophores organiques est souvent asymétrique, présentant une queue du côté des grandes 

longueurs d’onde et une importante largeur à mi-hauteur [172]. 

L’avantage des QDs par rapport aux fluorophores organiques réside donc dans le fait 

qu’ils présentent des caractéristiques de fluorescence mieux adaptées à l’imagerie in vivo. 

2. Solubilisation des Quantum Dots 

La synthèse en phase organique aboutit à la production de QDs hydrophobes solubles 

uniquement dans des solvants organiques non polaires, comme le chloroforme ou l’hexane. 

Cependant, pour être utilisables dans les milieux biologiques, les QDs doivent être solubles 

dans l’eau. La procédure permettant d’obtenir des nanocristaux hydrosolubles et stables dans 

les milieux biologiques doit préserver les propriétés photophysiques originales et la petite 

taille des QDs, tout en fournissant des groupements réactifs pour une éventuelle conjugaison 

avec des biomolécules [180].  

Deux approches sont aujourd’hui largement utilisées : l’échange de ligands                   

(Figure 21 A) et l’encapsulation en micelle (Figure 21 B).  
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Figure 21 : Méthodes de solubilisation des QDs hydrophobes [180] 
A : Echange des ligands hydrophobes par des groupements acide mercaptopropionique hydrophiles. 
B : Encapsulation avec des polymères amphiphiles. 

 

La méthode d’échange de ligands consiste à remplacer les groupements hydrophobes 

de surface par des groupements hydrophiles (Figure 21 A). Les groupements hydrophobes 

(TOPO pour trioctyl phosphine oxyde) sont substitués par des ligands bi-fonctionnels (acide 

mercaptoacétique, cystéine, …) avec une partie permettant l’ancrage à la surface du QD et 

une partie hydrophile. Cette méthode présente l’avantage d’engendrer des QDs hautement 

hydrosolubles et de petite taille (diamètre hydrodynamique inférieur à 6 nm), avec des 

possibilités de liaison via les groupements hydrophiles avec des molécules d’intérêt [180]. 

Cependant, le départ des ligands hydrophobes peut provoquer une agrégation des 

nanoparticules. La méthode d’échange de ligands altère donc souvent l’efficacité de 

fluorescence et la stabilité photochimique des QDs [180]. 

La deuxième méthode permettant de rendre les QDs hydrosolubles consiste à 

encapsuler les ligands hydrophobes natifs dans une micelle de molécules amphiphiles telles 

que les phospholipides (Figure 21 B). La partie hydrophobe de ces molécules s’intercale entre 

les chaînes alkyles des ligands de surface alors que la partie hydrophile interagit avec le 

solvant aqueux [180]. Cette méthode produit des QDs hydrosolubles très stables et dont les 

propriétés optiques sont conservées puisque ce revêtement de surface n’interfère pas avec la 

structure cœur / coque du QD. Cependant, l’ajout d’une couche de ligands organiques 

augmente la taille de la nanoparticule ce qui peut entraver sa pénétration cellulaire [180].  

La chimie de surface des QDs peut ensuite être fonctionnalisée (avec des 

anticorps [185], des acides nucléiques [186], …) en vu d’une application spécifique des QDs, 

combinant ainsi les bonnes propriétés photophysiques du QD et les fonctions biologiques du 

ligand attaché. 
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3. Toxicité des Quantum Dots et solutions pour la limiter 

Pour pouvoir utiliser des nanoparticules dans un but diagnostique, il est important de 

s’assurer de leur faible toxicité. Les QDs, à cause de leur contenu en métaux lourds, sont 

souvent considérés comme trop toxiques pour une utilisation clinique [187]. De récentes études 

ont pourtant montré que des solutions existent afin de limiter leur impact néfaste sur 

l’organisme [188]. 

 

La toxicité intrinsèque des nanoparticules dépend de plusieurs paramètres tels que la 

taille [189], la forme [190,191], la composition [192,193], la charge [189], la dose [160,194] ou les 

caractéristiques du revêtement de surface [195]. 

 

La majorité des QDs dont la toxicité a été étudiée ont un cœur composé de cadmium, 

dont la demi-vie biologique chez l’Homme est de 15 à 20 ans. Les ions Cd2+ sont connus pour 

être associés à des lésions du foie et des reins, des problèmes neurologiques et des 

cancers [187,196]. La toxicité des QDs composés exclusivement d’un cœur à base de cadmium 

(CdTe ou CdSe) est liée au relargage d’ions Cd2+ dans les cellules, à cause de l’oxydation des 

QDs par l’oxygène de l’air et les rayons UV. Il en résulte la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène, affectant la mitochondrie et l’ADN et conduisant à la mort cellulaire par apoptose 

ou nécrose [197-199]. Plus la taille des QDs diminue, plus le ratio du nombre d’atomes en 

surface sur le nombre total d’atomes est élevé donc plus la réactivité chimique des QDs avec 

leur environnement est importante et plus les QDs sont toxiques [198]. La petite taille des QDs 

leur permet également de pénétrer plus facilement dans le noyau des cellules [189,200]. Pour 

réduire l’oxydation du cœur des QDs, il est possible d’ajouter une couche de ligands 

(ZnS [201], DHLA [202], BSA [189,197,203], polyacrylate [204]) autour du cœur afin de limiter 

l’arrivée de l’oxygène jusqu’à la surface des QDs. L’ajout d’une couche protectrice limite 

fortement mais n’empêche pas complètement le relargage in vitro d’ions Cd2+ [197].  

 

La toxicité des QDs peut être également liée à leur précipitation à la surface des 

cellules, due à la présence d’un revêtement de surface polymérique [198] ou bien à leur 

agrégation si les ligands de surface sont dégradés dans l’organisme [199]. La chimie de surface 

des QDs doit donc être optimisée afin de s’assurer de la stabilité des nanoparticules. Il a 

également été montré que la toxicité des QDs pouvait être attribuée à la présence de résidus 

de revêtement de surface dans les solutions de QDs.  
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Il est donc important d’éliminer toute trace de précurseurs de synthèse avant 

l’administration des QDs [195]. En revanche, certaines études in vitro n’ont pas relaté de 

cytotoxicité des QDs [205,206].  

 

Alors que la toxicité in vitro des QDs a été étudiée par de nombreuses équipes, leur 

toxicité in vivo, qui dépend de la dose, de la voie d’administration, du métabolisme et de la 

réponse immunitaire des animaux, n’a été que faiblement explorée. Les résultats des études de 

biodistribution permettent d’identifier les organes et les cellules cibles et ainsi d’orienter les 

tests de toxicité. 

 

In vivo, les QDs sont phagocytés par les macrophages du SRE, ce qui les expose à un 

environnement très oxydant (H2O2). Les phénomènes inflammatoires ayant lieu sur le site 

d’injection peuvent également être responsables de leur oxydation. Cette oxydation peut 

conduire à une toxicité aigüe et engendrer des séquelles chroniques [197]. Cependant, plusieurs 

études in vivo montrent que, suite à leur injection iv., les QDs ne semblent pas être dégradés 

et les taux de cadmium endogènes sont négligeables. De plus, aucun changement dans le 

comportement des animaux, leur masse corporelle, l’histologie des tissus ou les marqueurs 

biochimiques et hématologiques n’ont pu être enregistrés [151,207-210]. Les QDs, à faibles doses, 

ne semblent pas impacter le développement embryonnaire puisque, suite à leur injection dans 

les blastomères de Xénope, les embryons présentent un phénotype normal [160]. 

 

Etant donné les formidables caractéristiques photophysiques des QDs, les doses 

injectées aux animaux reste relativement faibles (de l’ordre de la picomole), ce qui limite leur 

toxicité. Cependant, il est important de s’assurer de la stabilité, de la biocompatibilité et de la 

sécurité à long terme des QDs avant toute utilisation in vivo. Dans le cadre de la visualisation 

du GS, les QDs seraient injectés en sc. à proximité de la tumeur, ce qui restreint grandement 

leur passage dans la circulation sanguine. Au moment de l’exérèse tumorale, la majorité des 

QDs, présents au site d’injection, serait retiré, limitant ainsi leur migration dans l’organisme. 

Des QDs dépourvus de cadmium sont maintenant à l’étude pour l’imagerie de fluorescence 

proche infrarouge puisque depuis peu, la synthèse de ces QDs a fourni des nanoparticules 

stables et présentant des caractéristiques photophysiques adaptées. Exemptés d’éléments 

toxiques, ces QDs sont supposés être moins délétères que les QDs-cadmium, mais ce point 

reste à confirmer. 
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4. Conception des Quantum Dots pour l�imagerie infrarouge des 

tissus profonds 

Les développements récents dans la synthèse de nouveaux QDs et leurs différentes 

applications dans l’imagerie in vivo telles que la localisation du GS, l’imagerie du système 

vasculaire, la localisation de tumeurs ainsi que le suivi de cellules dans l’organisme ont fait 

l’objet d’une revue de la littérature rédigée par notre équipe, en collaboration avec le 

laboratoire de physique et d’étude des matériaux de l’ESPCI (Paris). 

 

Design of new Quantum Dot Materials for Deep Tissue Infrared Imaging 
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*
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*
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B. Nanoparticules de silice renfermant un fluorophore 

organique 

1. Structure chimique des nanoparticules de silice 

Il existe trois sortes de silice (ou dioxyde de silicium, SiO2) : la silice cristalline, la 

silice amorphe naturelle et la silice amorphe synthétique [211]. La différence entre la silice 

cristalline et la silice amorphe porte sur les connections entre les unités de SiO2. Alors que 

l’organisation des tétraèdres de silice est régulière dans la silice cristalline, la silice amorphe 

consiste en un réseau non répétitif de tétraèdres [211]. Les nanoparticules de silice (NPSi) 

utilisées dans les applications biologiques sont formées par de la silice amorphe synthétique, 

parmi laquelle, on peut distinguer les gels de silice, la silice précipitée, la silice pyrogénique 

ou la silice colloïdale. Les trois premières formes de silice amorphe synthétique étant 

composé d’agrégats et d’agglomérats de particules primaires, leur taille est bien souvent 

supérieure à 100 nm. Les nanoparticules utilisées dans le repérage du GS se doivent d’avoir 

une taille plus petite ; elles sont donc formées de particules sphériques de silice colloïdale en 

suspension, dont la stabilité est assurée par les interactions électrostatiques entre 

nanoparticules. Les suspensions de NPSi synthétisées sont généralement monodisperses, avec 

une taille de particules pouvant varier de 5 à 100 nm. Les groupements silanol (Si-OH) de 

surface rendent les NPSi non modifiées hydrophiles [211].  

Alors que la méthode de synthèse de microparticules de silice a été établie en 

1968 [212], l’incorporation d’un fluorophore organique dans une matrice de silice a été 

rapportée pour la première fois en 1992, avec une taille de nanoparticule de l’ordre de 

plusieurs centaines de nanomètres [213]. Par la suite, les travaux de synthèse se sont portés sur 

la diminution de la taille de ces nanoparticules de 10 à 100 nm [214,215]. Le premier processus 

d’encapsulation décrit implique tout d’abord la liaison covalente du fluorophore à un 

précurseur de la silice (le tetraethoxysilane monomérique ou TEOS) puis son hydrolyse et sa 

condensation pour former le cœur de la nanoparticule. La coque est ensuite synthétisée par la 

condensation de précurseurs dépourvus de fluorophores et la taille de la nanoparticule est 

déterminée par l’épaisseur de la coque. L’avantage d’une telle synthèse réside dans le fait que 

le fluorophore ne peut pas se détacher de la matrice de silice, réduisant ainsi les risques de 

relargage dans le milieu 
[215].  
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D’autres stratégies de synthèse, basées sur des microémulsions inverses [216] ou des 

micelles [217] ont également été développées et diffèrent par les milieux de réaction utilisés 

lors de la synthèse. Le choix de la méthode de synthèse est guidé par la nature du fluorophore 

à encapsuler : si le fluorophore est hydrosoluble, la microémulsion inverse est à privilégier 

mais si le fluorophore est hydrophobe, les micelles sont préférables [218]. Un complexe peut 

cependant être formé entre un fluorophore organique hydrophobe et une molécule hydrophile 

telle que le dextran afin d’utiliser la synthèse en microémulsion inverse. Le dextran est une 

molécule hautement hydrophile présentant une faible toxicité et qui est utilisée dans de 

nombreuses applications biologiques [219]. La synthèse des NPSi par la méthode de 

microémulsion inverse consiste en l’addition de TEOS dans une solution de nanogouttes 

d’eau, stabilisées par des molécules de surfactant et dispersées dans une phase lipidique 

(Figure 22). En utilisant cette stratégie, les fluorophores organiques rendus hydrosolubles par 

l’ajout de dextran sont encapsulés à l’intérieur de la matrice de silice pendant la 

polymérisation du TEOS [216].  

 

Figure 22 : Schéma de la synthèse de NPSi par microémulsion inverse [220] 
 

La structure cœur / coque des NPSi permet de fonctionnaliser leur surface avec des 

groupements tels que des oligopeptides, des protéines, des anticorps ou des résidus PEG [217]. 

La condensation du TEOS forme un cœur de silice contenant le fluorophore lié covalemment 

ou physiquement piégé à l’intérieur du cœur, surmonté d’une coque formée par les 

groupements PEG du surfactant [218]. 

2. Caractérisation des nanoparticules 

Afin de valider la synthèse des NPSi, il est important de les caractériser correctement. 

Pour cela, les propriétés telles que la stabilité, la chimie de surface, la taille et la morphologie 

des NPSi doivent être déterminées.  

Actuellement, plusieurs méthodes permettent de mesurer la taille des nanoparticules. 

Les techniques basées sur la microscopie (microscopie électronique à transmission ou MET, 

microscopie à force atomique) renseignent sur la taille et la forme mais ne donnent aucune 

information quantitative quant à la dispersité en taille des NPSi.  
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En revanche, les techniques basées sur la diffusion de la lumière (statique ou 

dynamique : DLS pour dynamic light scattering) permettent de mesurer la taille et la 

dispersion des NPSi [213]. Généralement, le rayon moyen des particules mesuré par MET est 

légèrement inférieur à celui obtenu par DLS. Cette différence s’explique par la contraction 

des particules résultant du faisceau d’électrons en MET. Pour les nanoparticules de grande 

taille, cette diminution de rayon reste relativement petite par rapport au rayon de la particule, 

mais pour les particules de petite taille, cette variation est proportionnellement 

importante [213].  

La charge électrique de surface des NPSi est caractérisée par le potentiel zêta (ȟ), qui 

représente la charge globale d’une particule dans un milieu donné. La valeur de ȟ donne une 

indication sur les forces de répulsion entre nanoparticules et permet donc de prédire la 

stabilité à long terme d’une solution de nanoparticules dans un solvant particulier. Si les 

particules ont un ȟ très négatif ou très positif (valeur absolue supérieure à 30 mV), elles se 

repoussent et n’ont pas tendance à s’agréger [178]. Les groupements silanol (Si-O-) présents à 

la surface des NPSi sont ionisés en solution, empêchant ainsi l’agrégation des particules grâce 

à leur forte charge négative. Cependant, le pH ou la concentration en sels des tampons 

biologiques peuvent être à l’origine de l’agrégation des particules ou de l’adsorption de 

molécules biologiques à leur surface. La valeur de ȟ peut également servir à vérifier le 

couplage des NPSi avec des molécules masquant les charges de surface ou des molécules 

chargées par elle-même [178].  

3. Avantages de l�encapsulation d�un fluorophore dans une 

matrice de silice 

i. Solubilisation de fluorophores hydrophobes 

En attachant une molécule polaire de dextran à un fluorophore hydrophobe, la 

molécule de fluorophore devient alors hydrosoluble. La synthèse de microémulsion inverse en 

conditions acides crée une interaction électrostatique entre le fluorophore et la matrice de 

silice chargée négativement, contraignant le fluorophore à rester à l’intérieur de la matrice de 

silice [216]. Cette méthode de synthèse permet donc d’encapsuler de 10 à 100 molécules de 

fluorophore très hydrophobes dans les NPSi [218]. La plupart des fluorophores existants 

peuvent être encapsulés dans une matrice de silice, ce qui permet une diversité de l’émission 

de fluorescence en fonction des applications. 
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ii. Amélioration des propriétés photophysiques 

La silice est un matériau hydrophile photophysiquement inerte, c’est-à-dire qu’il est 

transparent à la lumière visible et qu’il n’est pas impliqué dans les processus de transfert 

d’énergie ou d’électrons. Les propriétés photophysiques des NPSi sont donc uniquement dues 

au fluorophore encapsulé [218]. A l’inverse, les matrices photoactives telles que celles 

rencontrées dans les nanoparticules d’or ou de titane peuvent être à l’origine de la 

photodécomposition ou de l’extinction de la fluorescence du chromophore [221].  

La fluorescence de l’ensemble cœur / coque des nanoparticules par rapport au 

fluorophore libre est fortement améliorée grâce à la présence de la coque de silice qui protège 

le fluorophore d’une interaction avec le solvant [222]. Pour les équipes utilisant l’ajout de 

dextran au fluorophore, le ratio de fluorescence entre le fluorophore libre et le fluorophore lié 

au dextran et intégré dans une NPSi peut atteindre 104 [216]. Cette augmentation de 

fluorescence s’explique par le fait que le dextran permet de stabiliser le fluorophore à 

l’intérieur de la matrice de silice et, en s’intercalant entre les molécules de fluorophores, 

réduit les phénomènes de quenching de fluorescence [216]. Cet avantage permet de réduire 

considérablement la limite de détection dans les échantillons biologiques. 

La coque de silice réduit également le processus de photoblanchiment, à l’origine de la 

perte de fluorescence des fluorophores organiques (Figure 23) [222]. Suite à une irradiation 

lumineuse, le fluorophore interagit avec les molécules de dioxygène présentes dans le milieu, 

ce qui conduit à la création d’espèces réactives de l’oxygène qui le transforment ou le 

détruisent [223,224]. Ces phénomènes de modification ou de destruction du fluorophore sont 

responsables de la diminution irréversible de la fluorescence [224]. La présence d’une coque de 

silice empêche les réactions entre l’oxygène du milieu et le fluorophore localisé dans le cœur 

de la nanoparticule, réduisant ainsi le photoblanchiment [216]. 

AA

B

 

Figure 23 : Courbes de photoblanchiment de la tétraméthylrhodamine seule ou encapsulée dans une 
nanoparticule suite à une irradiation continue [216] 
A : molécule de tétraméthylrhodamine (TMR) seule. 
B : molécule TMR associée au dextran et incorporée dans une nanoparticule. 
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L’utilisation de NPSi évite le recours à des systèmes d’amplification de signal. 

Lorsqu’une NPSi est présente dans un organe d’intérêt, ce sont les centaines de molécules de 

fluorophore incluses dans la matrice de silice qui seront excitées par la longueur d’onde 

incidente. Le signal de fluorescence est ainsi fortement augmenté, ce qui facilite la détection 

de faibles quantités de NPSi [178]. 

iii. Biocompatibilité 

Bien que des investigations plus approfondies doivent être menées afin de vérifier 

l’absence de toxicité des NPSi due à leur petite taille, il est admis que la silice n’est pas 

toxique par elle-même [218]. Les premiers résultats prouvant la biocompatibilité des NPSi ont 

été réalisées in vitro sur des cellules en culture avec des tests basés sur leur activité 

mitochondriale [225-228]. La libération dans le milieu de culture de la lactate déshydrogénase 

(LDH), enzyme normalement présente dans le cytoplasme des cellules vivantes, est un indice 

de la lésion des membranes cellulaires et a été également utilisé comme test de cytotoxicité 

des nanoparticules [229,230]. 

La toxicité d’un composé étant dépendante de la dose administrée, du temps 

d’exposition et de la voie d’administration, il est important d’étudier la toxicité in vivo des 

NPSi dans les conditions réelles d’exposition.  

La plupart des études portant sur les NPSi étudient leur toxicité in vitro et supposent 

que les NPSi sont biocompatibles, non toxiques et non antigéniques [153,228] mais il n’existe 

que peu de données relatives à leur toxicité in vivo. Cependant, les résultats des tests de 

toxicité in vitro sont parfois différents d’un test à l’autre et les modèles in vitro ne reflètent 

pas toujours correctement la toxicité in vivo. Il est donc important d’identifier les organes 

cibles des NPSi par une étude de biodistribution afin d’orienter les tests de toxicité in vitro et 

in vivo [193]. 

iv. Multimodalité 

La matrice de silice peut servir de plate-forme pour le greffage d’agents de ciblage tels 

que des anticorps, des peptides ou des petites molécules [231].  

En plus de l’incorporation d’un fluorophore émettant dans le proche infrarouge, les 

nanoparticules de silice peuvent porter des agents pour d’autres modalités d’imagerie 

permettant de combiner leurs avantages. Ainsi, l’utilisation de gadolinium permet de repérer 

les nanoparticules grâce à l’imagerie par résonance magnétique [232], le gallium 68 par une 

gamma caméra [233] ou l’iode 124 par tomographie à émission de positons [150]. 
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Enfin, les nanoparticules de silice peuvent être fonctionnalisées par l’ajout d’agents 

anticancéreux comme un photosensibilisateur [234] ou la doxorubicine [235] afin d’ajouter une 

composante thérapeutique à leur utilité diagnostique. De telles nanoparticules combinant des 

propriétés diagnostiques et thérapeutiques dans une seule et même particule portent l’adjectif 

« théranostique ». 

 

 

Les QDs et les NPSi sont des nanoparticules fluorescentes dont les propriétés 

physico-chimiques (taille, revêtement de surface, longueur d�onde d�émission, � ) 

semblent bien adaptées pour le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche 

infrarouge.  
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Objectifs 

L’objectif principal de ces travaux est de démontrer que les nanoparticules 

fluorescentes émettant dans le proche infrarouge (QDs et nanoparticules de silice) peuvent 

être une alternative intéressante aux méthodes actuelles (colorant bleu et radiocolloïde) de 

repérage du GS. 

 

Dans ce but, plusieurs types de nanoparticules fluorescentes, dont les Quantum Dots 

(QDs) et les nanoparticules de silice (NPSi), ont été étudiés pour la cartographie du GS.  

 

Les QDs présentent des caractéristiques photophysiques exceptionnelles (forte 

brillance et photostabilité, longueur d’onde d’émission de fluorescence ajustable en fonction 

de la taille et de la composition du cœur, …) qui les rendent très attractifs [180,183]. De récentes 

études ont démontré le fort pouvoir de visualisation du GS par les QDs mais leur contenu en 

cadmium, élément très toxique, exclut leur utilisation en clinique [187,197,236,237]. Les résultats 

présentés ici concernent des QDs à base d’indium. D’après de précédents travaux, les QDs-

indium possèdent de bonnes propriétés de fluorescence et une toxicité aigüe locale réduite par 

rapport aux QDs-cadmium [238]. Il a été prouvé que la migration des traceurs actuellement 

utilisés est affectée par la présence de foyers métastatiques dans le GS [103]. Cependant, à ce 

jour, aucune étude n’a vérifié que la visualisation du GS par imagerie de fluorescence est 

possible en cas d’envahissement métastatique du ganglion. Dans la première partie de cette 

thèse, nous avons donc étudié la cartographie des GS métastatiques dans un modèle 

orthotopique syngénique de carcinome mammaire murin par imagerie de fluorescence à l’aide 

de QDs-indium. La biodistribution et la toxicité de ces QDs ont également été analysées. 

 

Les NPSi font partie des traceurs fluorescents intensément étudiés dans le repérage du 

GS puisqu’elles présentent l’avantage d’être biocompatibles. La cyanine 7 est un fluorophore 

émettant dans le proche infrarouge qui peut être intégré dans des NPSi. Une précédente étude 

a démontré que les NPSi encapsulant la cyanine 7 peuvent être utilisées pour l’imagerie 

intravitale de tumeurs [239], mais le repérage du GS et la biocompatibilité de ces NPSi n’ont 

jamais été analysés. Dans la seconde partie de ce manuscrit, les avantages de l’encapsulation 

de la cyanine 7 dans une NPSi ont été évalués. Pour cela, les capacités de migration dans le 

GS, la biodistribution, l’excrétion et la toxicité de la cyanine 7 seule ont été comparées à 

celles des NPSi. Pour cela, deux types de NPSi ont été étudiés : des NPSi renfermant de la 

cyanine 7 de façon non covalente et de façon covalente.  
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 

I. Visualisation du ganglion sentinelle grâce aux Quantum 

Dots indium émettant dans le proche infrarouge dans un 

modèle métastatique murin de cancer mammaire 

A. Résumé 

Des Quantum Dots (QDs) à base de cadmium émettant dans le proche infrarouge 

peuvent être utilisés afin de repérer le GS par imagerie de fluorescence, mais leur toxicité, due 

à la présence de métaux lourds dans leur cœur limite leurs applications. Nos précédents 

travaux ont démontrés que les QDs à base d’indium présentent une plus faible toxicité aigüe 

locale in vivo que les QDs à base de cadmium. 

 

Cette étude a pour but de démontrer les bonnes capacités migratoires des QDs-indium 

dans les ganglions lymphatiques même en cas d’envahissement métastatique, d’établir leur 

biodistribution et de comparer la toxicité des QDs-cadmium avec celle des QDs-indium. 

 

Nous avons confirmé la faible toxicité des QDs-indium par différents tests in vitro. 

Les QDs-indium présentent une cytotoxicité plus faible que les QDs-cadmium sur des 

fibroblastes humains (test MTT) et une absence d’hémolyse. Les études in vivo ont permis de 

démontrer que le GS peut être visualisé quelques minutes après l’injection de QDs-indium, 

avec une augmentation progressive de la fluorescence jusque 8 h. Pour confirmer ces 

résultats, la quantité d’indium dans les organes a été déterminée par spectrométrie de masse 

(ICP-MS) à différents temps après injection. La quantité de QDs diminue rapidement au point 

d’injection dans les premières heures suivant l’administration, avec une augmentation en 

parallèle dans les ganglions régionaux, et dans une plus faible mesure, dans le foie et la rate. 

Les souris étant hébergées dans des cages à métabolisme, les excrétions (urines et fèces) ont 

été recueillies quotidiennement et analysées par ICP-MS. L’excrétion des QDs se fait 

exclusivement par la voie fécale, avec des valeurs atteignant 3,5 % de la dose injectée 

excrétée au bout de 4 jours alors que les quantités dans les urines ne sont pas détectables.  

L’envahissement du GS peut être un obstacle à sa visualisation en raison de 

l’obstruction des vaisseaux et des ganglions lymphatiques par les cellules métastatiques. La 

visualisation du GS dans un modèle métastatique a été effectuée suite à l’injection de QDs-

indium chez des souris porteuses de tumeurs.  
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Le modèle syngénique orthotopique utilisé est la greffe sous-cutanée de cellules 4T1 

(cellules de carcinome mammaire de souris) dans la mamelle antérieure de souris Balb/C. Le 

statut métastatique des ganglions a été apprécié par la présence de la cytokératine 19 par 

immunohistochimie et par une technique de biologie moléculaire. Cette protéine du 

cytosquelette est présente dans les cellules épithéliales, notamment dans les cellules de 

carcinomes mammaires, mais est absente des tissus lymphoïdes des ganglions. Elle est donc 

un bon marqueur de l’envahissement métastatique des GS. Tous les ganglions envahis ont pu 

être détectés par imagerie de fluorescence proche infrarouge et aucune différence d’intensité 

de fluorescence n’a été mise en évidence entre les ganglions sains et les ganglions envahis, 

démontrant que la migration des QDs dans le GS n’est pas bloquée par les cellules 

métastatiques. 

 

Les QDs dépourvus de cadmium et émettant dans le proche infrarouge sont donc de 

bons marqueurs du GS. 
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 

B. Visualisation of sentinel lymph node with indium-based near 

infrared emitting quantum dots in a murine metastatic breast 

cancer model 

 

Helle M., Cassette E., Bezdetnaya L., Pons T., Leroux A., Plénat F., Guillemin F., 

Dubertret B., Marchal F. 

 

Plos One 7 (8): e44433 

 

DOI : 10.1371/journal.pone.0044433 
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 
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Détection du GS à l�aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

II. Détection du ganglion sentinelle à l�aide de 

nanoparticules de silice renfermant un fluorophore 

émettant dans le proche infrarouge 

A. Résumé 

Les précédents travaux du laboratoire se sont portés sur la visualisation du GS par 

imagerie de fluorescence à l’aide de Quantum Dots (QDs). La composition du cœur des QDs 

(cadmium ou indium) est un facteur influençant fortement leur toxicité. Bien que de récentes 

études démontrent la faible toxicité des QDs, les travaux doivent cependant être poursuivis 

sur le long terme afin de s’assurer de l’innocuité des QDs. Une alternative aux QDs serait 

l’utilisation de nanoparticules fluorescentes composées d’éléments non toxiques, comme le 

sont les nanoparticules de silice (NPSi). L’incorporation d’un fluorophore - la cyanine 7 - 

émettant dans le proche infrarouge rendrait ces NPSi utilisable dans le contexte clinique de 

repérage du GS.  

 

Le but de cette étude est de démontrer que les caractéristiques des NPSi sont 

compatibles avec leur utilisation dans la visualisation du GS par imagerie de fluorescence, de 

mettre en évidence l’intérêt de l’encapsulation covalente du fluorophore dans la matrice de 

silice, d’étudier la biodistribution des NPSi et de confirmer leur faible toxicité in vitro et 

in vivo. 

 

L’utilisation de NPSi hydrophiles permet tout d’abord de s’affranchir de l’utilisation 

de solvants toxiques nécessaires à la solubilisation de la cyanine 7 hydrophobe. La cyanine 7 

étant une petite molécule, elle diffuse rapidement dans les tissus, ce qui nuit à la bonne 

visualisation du GS. L’encapsulation du fluorophore dans la matrice de silice permet d’obtenir 

une taille (environ 30 nm) suffisante et compatible avec une bonne rétention dans le GS. 

Lorsque la cyanine 7 est liée de façon non covalente à la matrice de silice, elle peut en être 

libérée au cours du temps. La cyanine 7 adopte alors le même comportement que lorsqu’elle 

est injectée seule, avec une diffusion dans les tissus environnants et une certaine toxicité. Par 

des tests MTT, nous avons en effet démontré que la cyanine 7 seule ou liée de façon non 

covalente à la silice est toxique lorsqu’elle est mise en contact avec des fibroblastes. En 

revanche, lorsque la cyanine 7 est liée de façon covalente, aucune toxicité n’a pu être mise en 

évidence jusque 8 µg.mL-1 de cyanine 7. 
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Des différences de migration dans le ganglion axillaire droit (GAD) en fonction de la 

méthode de synthèse des NPSi ont été révélées et le lot de NPSi présentant la plus forte 

intensité de fluorescence et migrant dans le GAD le plus rapidement a été choisi pour les 

études ultérieures de biodistribution et de toxicité in vivo. L’étude de biodistribution par 

imagerie de fluorescence a montré que les NPSi se localisent préférentiellement au point 

d’injection, dans les ganglions lymphatiques régionaux droits, dans le foie et sont excrétées 

par la voie hépatobiliaire via les fèces. Dans un but clinique de biopsie du GS, le point 

d’injection et les ganglions lymphatiques seront retirés chirurgicalement et le foie serait alors 

le principal organe de stockage des NPSi. Les tests de toxicité in vivo ont donc été ciblés sur 

le foie. Aucune différence de masse relative du foie, de libération d’enzymes hépatiques 

(phosphatase alcaline) dans le plasma ou de morphologie des tissus n’ont pu être décelées 

entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les NPSi jusque 3 mois après 

l’injection. 

 

L’utilisation de NPSi renfermant de façon covalente la cyanine 7 (émission dans le 

proche infrarouge) est bien adaptée à la visualisation du GS par imagerie de fluorescence et 

ces nanoparticules ne semblent pas être toxiques à long terme (3 mois). 
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Détection du GS à l�aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

B. Matériels et méthodes 

1. Réactifs et solvants 

Le cresyl violet perchlorate, le TEOS et la cyanine 7 (IR-813, dont la formule 

chimique est donnée en Figure 24 proviennent de la société Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). 

 

N N

Cl

I  

Figure 24 : Formule chimique de la cyanine 7 
 

La rhodamine 6G et la rhodamine B viennent de chez Sigma (Saint-Louis, MO, USA). 

Le Pluronic® F127 et le (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) proviennent de Sigma-

Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). L’albumine sérique bovine (BSA), le méthanol LC-MS 

CHROMASOLV®, le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphényltétrazolium) 

et le Triton X-100 proviennent de la filiale France de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France).  

 

Le vert d’indocyanine vient de chez Acros Organics (Geel, Belgique), le 

carboxyethylsilanetriol (CEST) de chez Gelest (Maidstone, UK) et les billes de polystyrène de 

chez Bangs Laboratories (Fishers, In, USA). Le tampon phosphate (PBS), le pyruvate de 

sodium, la glutamine et la pénicilline - streptomycine proviennent de chez Gibco (Life 

Technologies, Cergy Pontoise, France). L’éthanol provient de VWR (Fontenay sous Bois, 

France), le diméthylsulfoxyde (DMSO) de chez Merck Chemicals (Darmstadt, Allemagne), le 

NaF de Alfa Aesar (Schiltigheim, France) et le kit SensoLyte® pNPP Alkaline Phosphatase 

Assay kit *Colorimetric* de la société Anaspec (Fremont, CA, USA). 

 

L’isoflurane (Forène®) vient de chez Abbott (Paris, France), la kétamine (Ketalar®) de 

chez Panpharma (Fougères, France) et la xylazine (Rompun®) de chez Bayer Pharma 

(Puteaux, France). 
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2. Appareils de mesure 

L’absorbance des solutions a été déterminée avec un spectrophotomètre (Lambda 35, 

Perkin Elmer, Courtabœuf, France) ou avec un lecteur de microplaque (Multiskan Ascent, 

Thermo Labsystems, Courtabœuf, France) et les spectres de fluorescence avec un 

spectrofluorimètre (LS 55, Perkin Elmer, Courtabœuf, France). La sphère d’intégration 

(Labsphere RSA-PE-20) provient de Perkin Elmer (Courtabœuf, France). 

Les mesures de taille et de potentiel ȗ ont été déterminées par DLS (pour Dynamic 

light scattering) à l’aide d’un Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, 

Royaume-Uni). Le microscope électronique en transmission à 80 kV utilisé est le CM100 

(Philips/FEI Corporation, Eindhoven, Holland). 

3. Nanoparticules de silice 

i. Principe de la synthèse des NPSi 

La synthèse de ces NPSi est basée sur la 

formation directe de micelles de Pluronic® F127 dans 

l’eau. Le Pluronic® F127 est un surfactant composé 

d’un groupement hydrophobe poly(propylène) oxyde 

(PPO) sur lequel sont attachées deux chaînes de PEG 

hydrophiles (Figure 25), qui forme des micelles en 

conditions acides. 

 

Figure 25 : Structure moléculaire du 
Pluronic® F127 

Le TEOS est un précurseur apolaire de silice. En présence d’une solution micellaire, il 

diffuse et s’accumule spontanément dans le cœur hydrophobe, où les réactions d’hydrolyse et 

de condensation conduisent à la formation de la NPSi (Figure 26).  

 

Figure 26 : Représentation de la synthèse des NPSi par l�intermédiaire du Pluronic® F127 [220] 
 

Le fluorophore choisi pour être encapsulé dans les NPSi est la cyanine 7 puisque ces 

propriétés d’absorption et d’émission se situent dans le proche infrarouge. De plus, ce 

fluorophore peut être fonctionnalisé facilement en conditions douces, ce qui permet de 

conserver ces caractéristiques spectrales et son rendement quantique de fluorescence. 
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Détection du GS à l�aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Il existe deux façons de placer un fluorophore à l’intérieur des NPSi : par une 

encapsulation spontanée (liaison non covalente) ou en l’attachant de façon permanente 

(liaison covalente). 

 

Cyanine 7 liée de façon non covalente à la matrice de silice 

En ajoutant de la cyanine 7 au moment de la formation des micelles de 

Pluronic® F127, celle-ci, étant hautement hydrophobe, se retrouve piégée dans le cœur des 

micelles. Une étape de purification permet d’éliminer toutes les molécules de fluorophores qui 

n’ont pas été insérées dans la matrice de silice (Figure 27). 

Cy 7Cy 7

 

Figure 27 : Représentation schématique de l'encapsulation de la cyanine 7 dans les NPSi 
 

Afin d’ajouter des charges négatives aux NPSi, des groupements -COOH peuvent être 

greffés sur le Pluronic® F127 avant l’étape de formation des micelles. Dans les lots de NPSi 

utilisés, le pourcentage de surfactant modifié par des groupements carboxyliques varie de 

10 % à 40 % (Tableau 5). 

Tableau 5 : Variation du revêtement de surface des NPSi encapsulant la cyanine 7 de façon non covalente 

Lot de NPSi R289(1)DIA R289(2)DIA R289(3)DIA R289(3)DIA 

Pourcentage de -COOH 10 % 20 % 30 % 40 % 

 

Cyanine 7 liée de façon covalente à la matrice de silice 

Afin de limiter l’éventuelle libération du fluorophore encapsulé dans la matrice de 

silice et d’augmenter le pourcentage d’incorporation, la cyanine 7 a été liée de façon 

covalente à l’APTES. En introduisant un motif triethoxysilane sur le fluorophore, la molécule 

peut subir les processus d’hydrolyse et de co-condensation avec le TEOS pendant la 

formation de la nanoparticule, résultant en une liaison covalente entre le fluorophore et la 

matrice de silice (Figure 28). 

Cy 7 SilCy 7 Sil

 

Figure 28 : Représentation schématique de la synthèse de la liaison covalente de la cyanine 7 dans les NPSi 
 

Différents lots de NPSi ont été synthétisés par ce processus, avec un pourcentage de 

surfactant modifié par des groupements carboxyliques variant de 15 à 60 %, et ont été appelé 

F21. 
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Tableau 6 : Différences de revêtement de surface des NPSi de la famille F21 

Lot de NPSi F21-1 F21-2 F21-3 F21-4 F21-5 

Pourcentage de -COOH 0 % 15 % 30 % 45 % 60 % 

 

Une autre méthode de synthèse a été utilisée afin d’apporter des charges négatives aux 

NPSi cov. 

A partir du lot F21-1 (contenant 0 % de groupements            

-COOH), le cœur de silice a subi une étape de passivation avec 

différentes quantités (de 0,05 % à 0,4 % par rapport à la quantité de 

précurseur de silice) de carboxyethylsilanetriol (CEST) chargés 

négativement. Cette famille de NPSI cov. a été nommée F25. 

O Si
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Figure 29 : Formule du 
carboxyethylsilanetriol 

 

Tableau 7 : Différences de revêtement de surface des NPSi de la famille F25 

Lot de NPSi F25-2 F25-3 F25-4 F25-5 

Pourcentage de CEST 0,05 % 0,1 % 0,2 % 0,4 % 

 

ii. Synthèse chimique des NPSi 

Les nanoparticules de silice (NPSi) ont été synthétisées par le Dr. Enrico Rampazzo 

appartenant à l’équipe du Pr. Luca Prodi du département de chimie "G. Ciamician" de 

l’Université de Bologne (Italie). 

La synthèse des NPSi encapsulant la cyanine 7 de façon non covalente a été décrite 

récemment dans l’article de Rampazzo et al. [239]. La synthèse des NPSi dont la cyanine 7 est 

liée de façon covalente à la matrice de silice nécessite une étape supplémentaire de 

fonctionnalisation du fluorophore avec un dérivé de silicium (APTES). 

La famille F21 a été synthétisée à partir de solutions contenant différents pourcentages 

de Pluronic® F127 - COOH (Tableau 6). La famille F25 a été synthétisée à partir du lot F21-1 

(contenant 0 % de groupements -COOH) et avec des quantités variables de CEST (Tableau 7). 

Avant toute utilisation, les NPSi ont été dialysées et la concentration en NPSi a été déterminée 

par la mesure de la diffusion statique de la lumière [240], permettant ainsi de déterminer leur 

coefficient d’absorption. La concentration en cyanine 7 dans les NPSi a ainsi pu être calculée 

en supposant que l’inclusion dans la matrice de silice ne modifie pas le coefficient 

d’absorption de la cyanine 7. 
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4. Caractérisation de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

i. Caractérisation photophysique 

Les spectres d’absorbance et d’émission de fluorescence (excitation fixée à 760 nm) 

des NPSi ont été écrits après dilution en méthanol pour la cyanine 7 et en PBS pour les NPSi. 

 

Le rendement quantique de fluorescence des NPSi a été mesuré par les chimistes à 

l’aide des spectres de fluorescence (absorbance < 0,1 sur l’ensemble du spectre) selon 

l’équation suivante : 

 

Équation 1 : Formule utilisé pour le calcul du rendement quantique de fluorescence des NPSi 
avec ST et X indiquant le standard et le test, respectivement, Ɏ, le rendement quantique de fluorescence, F, l’aire 
intégrée sous le spectre de fluorescence modifié et n, l’indice de réfraction du solvant. 

 

Les standards utilisés sont la rhodamine 6G en éthanol (Ɏ = 0,53), la rhodamine B en 

éthanol (Ɏ = 0,49), le cresyl violet perchlorate en méthanol (Ɏ = 0,54) et le vert 

d’indocyanine en DMSO (Ɏ = 0,13). 

ii. Taille 

Le diamètre hydrodynamique des NPSi a été établi par la technique de diffusion 

dynamique de la lumière (DLS) grâce à une diode laser à 633 nm. Les échantillons sont dilués 

dans du PBS (pH = 7,4) puis placés dans des cuvettes en quartz dont le trajet optique est de 

1 cm. Le caractère monodisperse des NPSi est donné par l’indice de polydispersité (PdI). 

La taille géométrique du cœur des NPSi a été déterminée par microscopie électronique 

à transmission (MET) à 80 kV. Une solution de NPSi (0,40 µM) est déposée sur une grille de 

cuivre conventionnelle recouverte d’un film de carbone fin. La taille des NPSi est obtenue en 

analysant les images comprenant plusieurs centaines de nanoparticules. Les valeurs de taille 

obtenues par MET sont toujours inférieures à celles obtenues par DLS puisque la technique 

MET ne permet d’observer que le cœur de silice : les chaînes de PEG du Pluronic® F127 ne 

peuvent pas être détectées par contraste. 

iii. Potentiel zêta 

Le potentiel zêta (ȗ) des différents lots de NPSi a été déterminé grâce au Zetasizer 

NanoZS. Tous les échantillons ont été placés dans les conditions suivantes : [NPSi] = 2 µM, 

[PBS] = 1 mM, [KCl] = 1 mM, pH = 7,0. 
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5. Stabilité in vitro de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

Afin de vérifier la stabilité in vitro des nanoparticules de silice dans un environnement 

proche de celui retrouvé in vivo, les nanoparticules de silice ont été incubées à l’obscurité 

pendant 7 jours à 37°C dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de protéines (BSA).  

Des spectres d’émission de fluorescence sont réalisés avec un spectrofluorimètre après 

différents temps d’incubation (1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 1 j, 2 j, 3 j, 4 j et 7 j) et 50 µL de Triton X-

100 dilué 10 fois (masse : masse) dans de l’eau distillé sont ajoutés après la mesure de chaque 

spectre afin de vérifier l’état d’agrégation des nanoparticules.  

6. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire MRC-5, fibroblastes dérivant d’un poumon humain sain, a été 

cultivée dans du milieu MEM complété avec 9 % de sérum de veau fœtal inactivé, 1 mM de 

pyruvate de sodium, 2 mM de glutamine et 1 % de pénicilline (10 000 UI) - streptomycine 

(10 000 µg.mL-1). Les cellules ont été cultivées en monocouche dans un incubateur humide à 

37°C contenant 5 % de CO2 et ont été repiquées une fois par semaine lorsque le taux de 

confluence atteignait 80 %. 

7. Tests de toxicité cellulaire 

i. Viabilité cellulaire 

L’effet des NPSi sur la viabilité des cellules MRC-5 a été évalué grâce au test 

MTT [241]. Brièvement, les cellules MRC-5 sont cultivées en plaque 96 puits pendant 24 h puis 

le milieu de culture est remplacé par 200 µL d’une suspension de NPSi dont la concentration 

varie de 0 à 1 µM. Après 24 h d’incubation, les cellules sont lavées et 50 µL de MTT à 

2 mg.mL-1 sont ajoutés à chaque puits. Les cristaux de formazan se forment pendant 

l’incubation de 3 h à 37 °C puis ils sont solubilisés par l’ajout de DMSO. La densité optique à 

540 nm de chaque puits est mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaque et les résultats sont 

exprimés selon la concentration de nanoparticules induisant 50 % de mort cellulaire (IC50) par 

rapport aux cellules non traitées. 

ii. Hémolyse 

Le test d’hémolyse permet de mettre en évidence les interactions des nanoparticules 

avec les membranes cellulaires et il est actuellement utilisé comme un test standard de 

biocompatibilité [242-244].  
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La déstabilisation de la membrane des globules rouges (GR) est facilement 

visualisable par la libération de l’hémoglobine dans le milieu. Avant le sacrifice d’une souris 

saine, le sang total est prélevé par une ponction intracardiaque dans un tube stabilisé avec de 

l’EDTA. Les GR sont lavés puis mis en contact avec du PBS (témoin -), de l’eau distillée 

(témoin +) ou différentes concentrations de nanoparticules (de 5 nM à 1 µM). Les solutions 

sont ensuite incubées 2 h à 37°C avant centrifugation. Les spectres d’absorbance du 

surnageant sont mesurés à l’aide d’un spectrophotomètre et le pourcentage d’hémolyse de 

chaque échantillon est calculé à partir de l’absorbance à 541 nm, selon l’équation suivante : 

 
Équation 2 : Calcul du pourcentage d�hémolyse de chaque échantillon 
A indique l’absorbance des solutions à 541 nm, S l’échantillon, T- le témoin négatif et T+ le témoin positif. 

8. Expérimentation animale 

Des souris Balb/cOlaAnN (Harlan, Gannat, France) âgées de 10 semaines sont 

maintenues dans un cycle jour/nuit de 12 h et ont eu accès à la nourriture et à l’eau ad libitum. 

Une nourriture spéciale purifiée et dépourvue d’éléments fluorescents (TD 94045, Harlan 

Teklad, Madison, WI, USA) a été utilisée pour réduire l’autofluorescence des tissus dans le 

proche infrarouge. Les animaux ont été manipulés avec soin en accord avec les instructions 

nationales vis-à-vis de l’expérimentation animale. Toutes les expériences ont été réalisées 

sous anesthésie gazeuse à l’isoflurane à l’aide de l’Univentor 400® (Genestil, Royaucourt, 

France) ou suite à une injection intrapéritonéale d’une solution de kétamine (90 mg.kg-1 

masse corporelle de souris) / xylazine (9 mg.kg-1 masse corporelle de souris). 

9. Imagerie de fluorescence proche infrarouge 

i. Modification du système d�imagerie de fluorescence proche infrarouge Fluobeam�  

L’imagerie optique in vivo des nanoparticules de silice a été réalisée en modifiant 

l’imageur de fluorescence Fluobeam™ 700 (Fluoptics, Grenoble, France). Ce système doté 

une seule longueur d’onde d’excitation (laser à 690 nm) et d’un filtre d’émission passe-haut à 

750 nm n’est pas idéal pour l’excitation des nanoparticules de silice, dont le pic d’excitation 

se situe au-delà de 750 nm.  

Une diode laser à 739 nm (Biolitec AG, Jena, Allemagne) a été utilisée pour une 

meilleure excitation des nanoparticules et des filtres à l’émission ont été ajoutés afin 

d’empêcher le recueil de la longueur d’onde d’excitation (Figure 30).  
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La puissance de la diode a été fixée à 100 mW, ce qui correspond à une puissance à la 

surface de l’échantillon, à 15 cm de la fibre, d’environ 3,5 mW. 
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Figure 30 : Schéma du système d'imagerie in vivo de fluorescence proche infrarouge modifié 
 

ii. Etude de biodistribution sur souris saines par imagerie de fluorescence 

Les souris ont reçu une injection sous-cutanée dans la patte antérieure droite de 20 µL 

de PBS (témoin) ou de 20 µL d’une solution de nanoparticules à 15 µM (groupes 

expérimentaux). La patte a ensuite été massée afin de faciliter la capture des nanoparticules 

par le système lymphatique et leur migration jusqu’aux ganglions. La région axillaire des 

souris a été dépilée avec une crème dépilatoire commerciale afin de limiter l’autofluorescence 

de la zone d’intérêt due aux poils. 

La caméra CCD du Fluobeam™ ajustant l’intensité de fluorescence de l’image entière 

sur le pixel le plus brillant, le point d’injection a été masqué pour permettre une meilleure 

visualisation de la région d’intérêt pour les images in vivo. Après sacrifice par dislocation 

cervicale, les organes ont été disséqués puis visualisés ex vivo par le système d’imagerie de 

fluorescence infrarouge modifié décrit précédemment. Les souris ont été hébergées dans des 

cages à métabolisme, afin de recueillir et d’imager les excrétions quotidiennement. 

iii. Traitement des images  

La réponse de la caméra étant linéaire en fonction du temps d’exposition, les images 

ont été prises à des temps d’exposition permettant la meilleure visualisation des organes 

d’intérêt possible sans saturation du signal. Les images ont ensuite été analysées à l’aide du 

logiciel ImageJ 1.44 (NIH, USA).  

Les différentes étapes de traitement des images permettant d’obtenir des valeurs 

chiffrées de fluorescence sont décrites ci-après. L’image du bruit de fond est tout d’abord 

soustraite à l’image d’intérêt puis un filtrage médian permet de supprimer certains pixels 

bruitant l’image.  

99 



Détection du GS à l�aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Une étape de seuillage par la méthode MaxEntropy conduit à la délimitation de 

l’organe d’intérêt puis la moyenne de l’intensité de chaque pixel de la zone d’intérêt est 

mesurée. Afin de comparer les images d’un même organe entre elles, cette valeur de 

fluorescence est divisée par le temps d’exposition de l’image. La fonction « lookup 

table 16 colors» du logiciel ImageJ a permis de convertir l’image en niveaux de gris du 

Fluobeam™ en une image présentant un dégradé de couleur en fonction de l’intensité de 

fluorescence des pixels. Cette représentation facilite la lecture et l’analyse des images. 

10. Détermination des propriétés optiques des tissus murins 

L’imagerie de fluorescence en deux dimensions n’est pas quantitative puisque la 

présence de molécules absorbantes et diffusantes dans les tissus provoque une atténuation du 

signal de fluorescence obtenu en surface. La quantité de nanoparticules dans un organe ne 

peut donc pas être déterminée à partir de l’intensité de fluorescence observée en surface de 

l’organe d’intérêt. Les différences de propriétés optiques entre deux organes sont liées à leurs 

variations de composition, de structure et de fonctionnement. Les deux paramètres majeurs 

régissant l’atténuation de la lumière dans les tissus sont l’absorption et la diffusion.  

L’absorption d’un photon par une molécule est possible lorsque son énergie 

correspond à une transition d’énergie électronique ou vibrationnelle de cette molécule. 

L’énergie du photon absorbé peut être réémise sous forme d’un photon de fluorescence, être 

transformée en chaleur ou servir à la conversion de la molécule dans un état triplet. La 

variation d’intensité d’un faisceau lumineux dans un milieu absorbant non diffusant est 

donnée par l’expression suivante : 
 
-µa dx, avec µa le coefficient d’absorption, qui 

représente la probabilité qu’un photon soit absorbé par unité de longueur de chemin dx et dI, 

l’intensité du faisceau collimaté. De cette équation, découle la loi de Beer-Lambert qui décrit 

l’atténuation de flux lumineux dans un milieu absorbant d’épaisseur x : I(x) = I0 exp(-µax), où 

I(x) est l’intensité transmise et I0, l’intensité incidente. 

La diffusion de la lumière se produit lorsqu’une onde électromagnétique interagit avec 

une particule d’indice de réfraction différent de celui du milieu environnant. La particule se 

comporte alors comme une source de lumière secondaire avec une distribution angulaire 

d’intensité qui lui est propre, et qui dépend de la taille de la particule et de la longueur d’onde 

d’illumination. Dans un milieu diffusant non absorbant, l’intensité de la lumière diffusée varie 

avec l’épaisseur de tissu traversé selon l’équation : 
 
-µs dx où µs représente le coefficient 

de diffusion.  
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Le facteur d’anisotropie g est défini comme le cosinus de l’angle moyen de diffusion. 

A partir de µs et g, le coefficient de diffusion réduit µ’s est déterminé par l’équation :            

µ�s = µs (1 - g). L’atténuation globale de la lumière dans un milieu diffusant et absorbant est 

caractérisée par le coefficient d’extinction µeff, qui se calcule selon l’équation suivante : 

. Dans le proche infrarouge, le coefficient de diffusion étant très grand devant 

le coefficient d’absorption, l’équation devient : . 

Afin de déterminer l’importance de la diffusion et de l’absorption de la lumière en 

fonction des organes, les coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s), d’extinction 

effectif (µeff) de la lumière et le coefficient d’anisotropie (g) ont été calculés sur les organes 

(foie et reins) de souris saines (n = 10) à deux longueurs d’onde : 740 nm, qui correspond à la 

longueur d’onde d’excitation des NPSi et 840 nm qui représente la longueur d’onde 

d’émission de fluorescence. 

i. Mesure de la transmission collimatée, la transmittance et la réflectance 

La transmission balistique ou collimatée correspond au pourcentage d’intensité 

lumineuse traversant un échantillon sans être diffusée ou absorbée. La transmittance 

correspond à la quantité de lumière transmise par (c’est-à-dire passant au travers) 

l’échantillon, normalisée par l’énergie incidente. La réflectance correspond à la quantité de 

lumière réfléchie par l’échantillon, normalisée par la quantité d’énergie du faisceau entrant. 

Ces trois caractéristiques d’un échantillon sont mesurées à l’aide d’un 

spectrophotomètre, muni, pour les mesures de la réflectance et de la transmittance, d’une 

sphère d’intégration de diamètre 50 mm (Figure 31). 

 

Figure 31 : Schéma optique de la sphère d'intégration, vue du dessus 
Le trajet optique de la lumière incidente est matérialisé par les flèches, le port d’entrée de la sphère est appelé 
port de transmittance, le port de sortie, port de réflectance et les miroirs sont précisés en M. L’intérieur de la 
sphère qui contient les détecteurs est constitué de Spectralon, un matériau garantissant une réflectivité de 99 %. 
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Les valeurs de transmission collimatée (MA), de transmittance (MT) et de réflectance 

(MR) pour un échantillon se calculent avec les équations suivantes, grâce au schéma de 

mesures précisé dans la Figure 32 : 

               

Équations 3, 4 et 5 : Formules utilisées pour le calcul de la transmission collimatée (MA), de la 
transmittance (MT) et de la réflectance (MR) d�un échantillon 

 

Transmission 

collimatée

Transmittance

Réflectance

Blanc Echantillon Noir

Transmission 

collimatée

Transmittance

Réflectance

Blanc Echantillon Noir

 

Figure 32 : Schéma des différents trajets optiques utilisés pour la mesure de la transmission collimatée, de 
la transmittance et de la réflectance, vue du dessus 
Le blanc correspond à la mesure du bruit de l’appareil sans échantillon et le noir, à la mesure lorsque le faisceau 
lumineux incident (en jaune) est bloqué. 

 

ii. Algorithme IAD 

L’algorithme Inverse Adding Doubling (IAD) permet de calculer les propriétés 

optiques d’un échantillon telles que le coefficient d’absorption µa, le coefficient de diffusion 

réduit µ’s et le facteur d’anisotropie g à partir de la mesure de la transmission collimatée, de la 

transmittance et de la réflectance [245,246]. Le coefficient d’extinction effectif µeff a été calculé 

selon la formule suivante :  

Cette méthode a été préalablement validée avec des billes de polystyrène en 

comparant les résultats obtenus en appliquant la méthode IAD avec ceux obtenus avec un 

calculateur de Mie [247]. La faisabilité de la méthode sur des tissus a ensuite été vérifiée à 

l’aide de fantômes de tissus mammaires dont les propriétés optiques sont connues [248]. 

11. Extraction chimique de la cyanine 7 

Après dissection, les organes et excrétions des souris (point d’injection, GAD, foie et 

fèces) ont subi une extraction chimique afin de libérer leur contenu en cyanine 7 et de le doser 

par spectrofluorimétrie. Pour cela, 10 µL.mg-1 de tissu d’une solution d’extraction 

(EtOH:DMSO:acide acétique 80:20:1) et 2 µL de NaF à 36 mg.mL-1 ont été ajoutés aux 

organes. L’échantillon a ensuite été broyé mécaniquement puis soniqué 15 min.  
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Après une centrifugation de 5 min à 12 000 g, la fluorescence du surnageant a été 

mesurée à l’aide d’un spectrofluorimètre. La concentration en Cy7 des échantillons a été 

déterminée à l’aide d’une droite étalon. Les organes de souris non injectées ont été mis en 

présence de concentrations connues de NPSi cov. et ont subi le même protocole d’extraction 

que les échantillons. Les droites représentant la fluorescence du surnageant en fonction de la 

concentration en NPSi ont été tracées pour chaque organe et ont permis de déterminer la 

concentration en NPSi des organes des souris à différents temps après injection de NPSi.  

12. Toxicité in vivo 

Le foie est impliqué dans de nombreux processus physiologiques vitaux (métabolisme 

des lipides, des glucides, des protéines, épuration, stockage, …) et un dysfonctionnement de 

cet organe peut être néfaste à l’organisme entier.  

Le foie étant l’organe principal de stockage des nanoparticules, l’étude de la toxicité in 

vivo se porte essentiellement sur cet organe. 

i. Masse corporelle et rapport de masse 

La masse corporelle des animaux des deux groupes expérimentaux (souris « témoin » 

et injectées avec 300 pmol de NPSi) a été suivie tous les jours. Après sacrifice, les organes ont 

été immédiatement pesés. Le rapport de la masse du foie frais sur la masse corporelle (masse 

relative du foie) a été calculé dans le but d’évaluer la toxicité hépatique des nanoparticules. 

ii. Coupes histologiques de foie 

Après sacrifice des souris, les foies ont été fixés pendant une nuit dans de l’AFA 

(alcool formolé acétique) puis inclus en paraffine. Des coupes de 5 µm ont été réalisées puis 

colorées par HES (Hématoxyline Eosine Safran). Les lames ont ensuite été lues par le 

Dr. D’Hallewin à la recherche de changements morphologiques entre les foies des souris 

« témoin » et ceux des souris ayant reçu une injection de nanoparticules. 

iii. Enzymes hépatiques 

Certaines enzymes hépatiques sont libérées dans le sang en cas de dommages 

hépatiques et sont donc de bons indicateurs de toxicité hépatique. La famille des phosphatases 

alcalines (PAL) reflète en particulier une réduction pathologique du flux de bile. La quantité 

de PAL dans le sérum est déterminée par la quantité de substrat (p-nitrophenyl phosphate, 

pNPP) déphosphorylé en p-nitrophénol (pNP).  
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Après déphosphorylation et en condition basique, ce produit prend une couleur jaune 

qui peut être détectée par la mesure spectrophotométrique de l’absorbance à 405 nm. 

L’intensité de la coloration est donc proportionnelle à l’activité phosphatase du sérum. 

Avant sacrifice, le sang total des souris est prélevé par ponction intracardiaque dans un 

tube collecteur BD Vacutainer® SST™ II Advance avec séparateur acrylique de sérum (Becton 

Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France) permettant une séparation efficace du sérum et des 

cellules sanguines. La quantité de PAL dans le sérum est mesurée grâce au kit commercial 

SensoLyte®, conformément aux instructions fournies. Brièvement, une droite étalon 

représentant l’absorbance à 405 nm en fonction de la quantité d’enzyme a été établie à partir 

d’une solution de phosphatase alcaline de concentrations connues et variables. Les 

échantillons ayant subi le même traitement que la gamme étalon, leur absorbance à 405 nm a 

été reportée sur la courbe afin de connaître la quantité d’enzymes présentes dans le sérum.  

13. Analyses statistiques 

Les moyennes, les valeurs d’erreur standard à la moyenne (ESM) et les coefficients de 

détermination ont été calculés par le logiciel Excel (Microsoft Excel, Microsoft Corporation, 

Redmont, WA, USA). La significativité entre les groupes a été calculée avec le logiciel 

StatView (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) et une valeur de p < 0,05 a été considérée 

comme statistiquement significative. 
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C. Résultats  

1. Caractérisation de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

Les NPSi ont tout d’abord été caractérisées par leurs spectres d’absorption et 

d’émission de fluorescence. La cyanine 7 étant un fluorophore hydrophobe, ses spectres ne 

peuvent être obtenus que dans une solution apolaire telle que le méthanol (Figure 33 A). En 

revanche, les spectres des NPSi hydrophiles ont été mesurés dans un tampon phosphate 

(Figure 33 B et C). 
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Figure 33 : Spectres d�absorbance et d�émission de fluorescence normalisés caractéristiques des traceurs 
fluorescents utilisés 
Les spectres d'absorbance sont représentés en noir et les spectres d’émission de fluorescence en rouge.  
A. Cyanine 7 en méthanol. 
B. Nanoparticules de silice avec la cyanine 7 liée de façon non covalente en PBS. 
C. Nanoparticules de silice avec la cyanine 7 liée de façon covalente en PBS. 
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Les spectres d’absorbance et d’émission de fluorescence sont différents lorsque la 

cyanine 7 est intégrée dans les NPSi ou non. La différence de longueur d’onde du pic 

d’absorbance entre la cyanine 7 seule (815 nm) et intégrée dans les NPSi (830 nm) s’explique 

par la différence de polarité du solvant utilisé pour la mesure (méthanol pour la cyanine 7 

seule et tampon phosphate pour les NPSi).  

Dans un milieu aqueux, la fluorescence de la cyanine 7 s’éteint complètement           

(Figure 34 B, courbe noire), ce qui laisse supposer son agrégation. Lorsque la cyanine 7 est 

encapsulée dans une NPSi, elle émet de la fluorescence en milieu aqueux (Figure 33 B et C) 

L’encapsulation de la cyanine 7 permet donc de la rendre hydrophile. Ce fluorophore peut 

ainsi être utilisé dans les milieux biologiques en évitant l’utilisation de solvants nocifs. En 

présence de protéines (Figure 34, courbes vertes), la cyanine 7 retrouve des spectres 

d’absorbance et d’émission de fluorescence caractéristiques, avec un déplacement 

bathochromique de l’absorbance. Ce décalage du pic d’absorption vers les grandes longueurs 

d’onde est typique d’une modification de l’environnement de la cyanine 7, à savoir un 

changement de solvant et une possible liaison de la cyanine 7 avec la BSA. 
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Figure 34 : Spectres de la cyanine 7 dans différents solvants 
Spectres d'absorbance (A) et d’émission de fluorescence (B) de la cyanine 7 dans du PBS (courbes noires) ou 
dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de BSA (courbes vertes). 

 

Les concentrations de cyanine 7 dans les solutions de NPSi à 15 µM ont été 

déterminées à 0,173 mg Cy7.mL-1, 0,20 mg Cy7.mL-1 et 0,120 mg Cy7.mL-1 pour la 

cyanine 7 liée de façon non covalente, les familles F21 et F25, respectivement. D’autres 

caractéristiques, telles que le coefficient d’extinction molaire, le rendement quantique de 

fluorescence, la taille du cœur des NPSi (Figure 35 A, C et D), le diamètre hydrodynamique 

(Figure 35 B) et le potentiel ȗ ont été mesurées afin de comparer les lots de NPSi. Les 

résultats sont donnés dans les Tableau 8, Tableau 9, Tableau 10. Etant donné la faible 

sensibilité de l’instrumentation utilisée pour la mesure du rendement quantique de 

fluorescence dans le proche infrarouge, une erreur d’environ 20 % est possible et les résultats 

obtenus doivent être considérés avec prudence. 
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Figure 35 : Taille des NPSi par MET et DLS 
Analyse de la taille de l’échantillon R289(4)DIA par MET (A) et par DLS (B), analyses MET et images 
représentatives des échantillons F21-2 (C) et F25-2 (D), insert : images représentatives, échelle 100 nm. 

 

Tableau 8 : Caractéristiques de la cyanine 7 et des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon non covalente 

Echantillon %COOH [Cy7]a İb Ȝabs
c Ȝem

c SSd QYe DC
f DH

g  

Cyanine 7 - - 1,3.105 815 840 25 0,03 - - 

R289(1)DIA 10 28 

R289(2)DIA 20 28 

R289(3)DIA 30 29 

R289(4)DIA 40 

0,173 
2 –  

2,5.105 
830 841 11 0,11 10 ± 1,0 

32 
a mg Cy7.mL-1 ; b coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; c nm, d Stokes shift, nm ; e rendement quantique de 
fluorescence ; f taille du cœur (MET), nm ; g diamètre hydrodynamique (DLS), nm. 
 

Tableau 9 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente de la famille F21 

NPSi 
% 

COOH 
Potentiel ȗa [Cy7]

b 
İc Ȝabs

d Ȝem
d SSe QYf DC

g 
DH

h 

(PdI)i 

F21-1 0 -4,9 ± 2,0 8 300 0,025 10 ± 2,0 30 (0,30) 

F21-2 15 -6,5 ± 1,1 8 000 0,030 10 ± 2,0 33 (0,18) 

F21-3 30 -7,0 ± 1,9 6 700 0,025 11 ± 2,5 39 (0,17) 

F21-4 45 -8,8 ± 2,0 

0,20 

6 100 

830 847 17 

0,020 NDj 68 (0,12) 
a mV ; b mg Cy7.mL-1 ; c coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; d nm, e Stokes shift, nm ; f rendement 
quantique de fluorescence ; g taille du cœur (MET), nm ; h diamètre hydrodynamique (DLS), nm ; i indice de 
polydispersité ;  j non déterminé. 
 

Tableau 10 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente de la famille F25 

NPSi 
% 

CEST 
Potentiel ȗa 

[Cy7]
b 

İc Ȝabs
d Ȝem

d SSe QYf DC
g 

DH
h 

(PdI)i 

F25-2 0,05 -7,8 ± 0,8 12 000 0,03 12 ± 2,3 37 (0,16) 

F25-3 0,10 -10,8 ± 0,6 12 000 0,03 12 ± 2,3 32 (0,21) 

F25-4 0,20 -14,3 ± 0,8 

0,12 

13 300

830 847 17 

0,04 11 ± 3,7 45 (0,37) 
a mV ; b mg Cy7.mL-1 ; c coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; d nm, e Stokes shift, nm ; f rendement 
quantique de fluorescence ; g taille du cœur (MET), nm ; h diamètre hydrodynamique (DLS), nm ; i indice de 
polydispersité. 
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La taille géométrique du cœur des NPSi ne varie pas, quels que soient la méthode 

d’encapsulation de la cyanine 7 ou les procédés de synthèse, avec une valeur proche de 

11 nm. Le diamètre hydrodynamique des NPSi, déterminé par DLS, augmente avec le nombre 

de groupements –COOH et CEST et varie de 28 nm à 68 nm. Les lots de NPSi synthétisés 

sont tous relativement homogènes, avec un indice de polydispersité proche de 0 (PdI max à 

0,37) (Tableau 8, Tableau 9 et Tableau 10).  

En l’absence de groupements -COOH, le potentiel ȗ du lot F21-1 est plus élevé que 

celui des autres lots de la famille F21. En augmentant le pourcentage de groupements -COOH 

à la surface des NPSI, le potentiel ȗ des NPSi diminue légèrement, passant de -6,5 mV à             

-8,8 mV quand le pourcentage de -COOH augmente de 15 % à 45 %. Cependant, les mesures 

de potentiel ȗ indiquent la présence de 2 populations de NPSi (résultats non montrés) : une 

population avec un potentiel ȗ très négatif, semblable à celui obtenu avec les nanoparticules 

de silice « nues » et une population avec un potentiel ȗ moins négatif (résultats du Tableau 9). 

En augmentant le pourcentage de groupements CEST introduits pendant la synthèse des NPSi, 

la valeur du potentiel ȗ diminue (ȗ ≈ -8 mV et - 14 mV avec 0,05 % et 0,2 % de CEST 

respectivement) et une seule population est enregistrée. D’après ces mesures de potentiel ȗ, il 

semblerait donc que les NPSi de la famille F25 soient plus stables d’un point de vue colloïdal 

que les NPSi de la famille F21. 

 

2. Stabilité in vitro de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

 

La stabilité de la cyanine 7 et des NPSi a été testée in vitro par la mesure de 

l’absorbance et l’émission de fluorescence de la cyanine 7 et des NPSi pendant 7 jours suite à 

une incubation à 37°C dans du PBS ou dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de protéines. 

i. Stabilité in vitro de la cyanine 7 

Le suivi au cours du temps de l’absorbance de la cyanine 7 dans du tampon contenant 

des protéines ne montre pas de grandes variations (Figure 36 A). L’émission de fluorescence 

de la cyanine 7 augmente au cours du temps, ce qui laisse supposer un meilleur rendement 

quantique et une possible désagrégation progressive de la cyanine 7 au cours du temps en 

présence de protéines (Figure 36 B). 
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Figure 36 : Suivi du comportement de la cyanine 7 seule dans du PBS contenant des protéines (BSA) 
pendant 7 jours 
Les spectres d'absorbance sont représentés en A et les spectres d'émission de fluorescence en B. 
 

ii. Stabilité in vitro des nanoparticules de silice avec cyanine 7 non covalente 

L’émission de fluorescence des NPSi dont la cyanine 7 n’est pas liée de façon 

covalente dans du PBS diminue au cours du temps (Figure 37 B, courbe noire), dans les 

mêmes proportions que la diminution de l’absorbance (données non présentées).  

En revanche, en présence de protéines, la diminution de fluorescence est moins 

prononcée (Figure 37 A et B courbe rouge) et le pic d’émission de fluorescence est décalé 

vers les faibles longueurs d’onde (effet hypsochrome) (Figure 37 A). 
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Figure 37 : Suivi de l'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 liée de façon non covalente 
pendant 7 jours 
A. Spectres d’émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS contenant des 
protéines au cours du temps.  
B. Variation de l’intensité du pic de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS seul (noir) 

ou contenant des protéines (rouge) au cours du temps. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3. 
 

Ces résultats permettent de poser l’hypothèse suivante : la cyanine 7, n’étant pas liée 

de façon covalente à la matrice de silice, est libérée dans le milieu au cours du temps et 

s’agrègent dans le PBS (d’où la diminution de fluorescence observée). En présence de 

protéines, la cyanine 7 peut s’adsorber sur l’albumine, ce qui limite la perte de fluorescence et 

provoque un décalage du pic d’émission de fluorescence. 
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iii. Stabilité in vitro des nanoparticules de silice avec cyanine 7 covalente 

La fluorescence de la cyanine 7 liée de façon covalente à la silice (lot F25-4) diminue 

progressivement au cours du temps, avec une baisse réduite en présence de protéines            

(Figure 38). Après 7 jours d’incubation dans un milieu contenant des protéines, la 

fluorescence des NPSi est réduite d’environ 40 % par rapport à leur intensité de fluorescence 

initiale. 
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Figure 38 : Suivi de l'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine liée de façon covalente pendant 
7 jours 
A. Spectres d’émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS au cours du temps. 
B. Variation de l’intensité du pic de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 covalente dans du PBS seul (noir) ou 
contenant des protéines (rouge) au cours du temps 

 

Aucun effet hypsochrome n’est observé dans ce cas (Figure 38 A), à la différence des 

NPSi dont la cyanine 7 liée de façon non covalente, ce qui laisse supposer que la cyanine 7 

n’est pas libérée de la matrice de silice et ne s’adsorbe pas à la BSA. La diminution de la 

fluorescence dans le PBS seul peut être expliquée par l’agrégation des NPSi, puisque la 

fluorescence peut être partiellement restaurée par l’ajout de détergent (résultats non montrés). 

En présence de protéines, le détergent ne modifie pas l’intensité de fluorescence des NPSi 

(résultats non montrés), ce qui laisse supposer un phénomène de photoblanchiment ou de 

dégradation des nanoparticules. 

3. Tests de toxicité cellulaire de la cyanine 7 et des nanoparticules 

de silice 

i. Test de viabilité cellulaire 

Les fibroblastes humains MRC-5 ont été exposés à des concentrations croissantes de 

cyanine 7 seule ou encapsulée de façon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA) dans 

des NPSi et la viabilité cellulaire a été mesurée par l’activité mitochondriale des cellules 

MRC-5 (test MTT).  
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Résultats 

Les concentrations de nanoparticules ont été exprimées par rapport à leur 

concentration en cyanine 7 et la toxicité a été calculée selon la concentration de cyanine 7 

induisant 50 % de mort cellulaire (IC50).  
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Figure 39 : Viabilité des cellules MRC-5 suite à une exposition de 24 h à des concentrations croissantes de 
traceurs fluorescents 
Les fibroblastes ont été exposés à des concentrations croissantes de cyanine 7 libre (noir), liée de façon covalente 

(bleu) ou non (rouge) aux NPSi. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3. 
 

Après 24 h de contact, l’IC50 de la cyanine 7 libre sur les fibroblastes MRC-5 est de 

4,0 µg.mL-1. Elle est d’environ 5,4 µg cy7.mL-1 lorsque la cyanine 7 est liée de façon non 

covalente à la matrice de silice et elle est supérieure à 8,0 µg cy7.mL-1 lorsque la cyanine 7 y 

est liée de façon covalente (Figure 39). La cyanine 7 est donc toxique pour les cellules 

fibroblastiques aux concentrations testées et l’encapsulation dans la matrice de silice permet 

de limiter cette toxicité. La cyanine 7 étant libérée dans le milieu lorsqu’elle est liée de façon 

non covalente à la silice, sa toxicité sur les cellules MRC-5 est proche de celle obtenue avec la 

cyanine 7 libre. En revanche, la toxicité de la cyanine 7 est totalement abolie lorsqu’elle est 

liée de façon covalente à la matrice de silice. Ces résultats permettent de confirmer 

l’hypothèse selon laquelle la cyanine 7 n’est pas libérée par la matrice de silice lorsqu’elle y 

est liée de façon covalente. 

D’après la Figure 39, il semblerait qu’une faible concentration de cyanine 7 soit 

responsable d’une stimulation de la croissance cellulaire. Ce phénomène de stimulation de la 

croissance cellulaire à faible dose et de mort cellulaire à forte dose porte le nom d’hormèse. 

L’hormèse est un phénomène connu mais peu caractérisé. Les mécanismes sous-jacents 

seraient liés à un stress de bas niveau engendré par l’exposition à de faibles doses de produits 

toxiques, responsable de l’augmentation des défenses antioxydantes intracellulaires et donc de 

l’augmentation de la croissance cellulaire [249]. 
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ii. Interaction de la cyanine 7 et des NPSi avec la membrane cellulaire 

Le test d’hémolyse est un test de référence pour étudier les interactions entre les 

nanoparticules et la membrane cellulaire [242-244]. Les dommages sur la membrane 

cytoplasmique des GR sont visibles très facilement par la libération de l’hémoglobine après 

2 h d’incubation à 37 °C. Les GR ont donc été mis en présence de concentrations croissantes 

de cyanine 7 seule ou encapsulée de façon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA) 

dans des NPSi. L’oxyhémoglobine possède deux pics d’absorbance spécifiques à 541 nm et 

578 nm (Figure 40 A). La quantification du pourcentage d’hémolyse de chaque échantillon 

s’effectue à partir du pic à 541 nm, le maximum d’hémolyse étant obtenu avec l’eau 

(témoin +). En présence de tampon phosphate (témoin -), une faible proportion de GR 

hémolysés est responsable d’une absorption à 541 nm et celle-ci est prise en compte dans le 

calcul de l’hémolyse des échantillons.  
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Figure 40 : Hémolyse provoquée par la cyanine 7 seule ou encapsulée dans des NPSi. 
A. Spectres d'absorbance obtenus lors du test d'hémolyse avec la cyanine 7 seule. 
B. Comparaison des valeurs d’absorbance à 541 nm normalisées (par rapport aux valeurs des témoins positifs) 
des plus fortes concentrations en cyanine 7 seule (11,8 µg.mL-1, noir), en NPSi non cov. (750 nM, rouge) ou en 

NPSi cov. (500 nM, bleu). Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : résultat 
significativement supérieur au témoin négatif (p < 0,05) et ¤ : résultat significativement inférieur au témoin 
négatif (p < 0,05). 

 

D’après la Figure 40 A, une hémolyse des GR est obtenue pour des concentrations en 

cyanine 7 libre supérieures à 0,87 µg.mL-1. Le maximum d’hémolyse des échantillons 

(23,13 ± 2,55 %) a été obtenu pour la plus forte concentration en cyanine 7 testée, c’est-à-dire 

11,8 µg.mL-1. En revanche, les valeurs d’absorbance à 541 nm des NPSi (cov. ou non) sont 

toujours inférieures à celles obtenues avec le témoin négatif (PBS), quelle que soit la 

concentration en NPSi testée (jusqu’à 750 nM pour les NPSi non cov. et 500 nM pour les 

NPSi cov., ce qui correspond à des concentrations en cyanine 7 de 5,8 et 4,0 µg.mL-1, 

respectivement) (Figure 40 B).  
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Les concentrations testées de nanoparticules n’interfèrent donc pas négativement avec 

la membrane plasmique des cellules durant les 2 heures d’incubation. Alors que la cyanine 7 

libre provoque une déstabilisation de la membrane plasmique, les NPSi sont biocompatibles 

vis-à-vis des globules rouges.  

4. Visualisation du ganglion axillaire de souris saines 

Les souris ont reçu une injection de 20 µL d’une solution de NPSi, covalente (lot  

F25-4) ou non (lot R289(4)DIA), à la concentration de 15 µM ou l’équivalent en cyanine 7 

libre, à savoir 3,44 µg. 

Après l’injection de traceurs fluorescents en sous-cutané dans la patte antérieure 

droite, le GAD peut être visualisé dès 5 minutes après injection (Figure 41). Le point 

d’injection étant très fluorescent et la caméra CCD du Fluobeam™ ajustant le contraste de 

l’image sur le pixel le plus fluorescent, le point d’injection a été caché afin d’améliorer la 

visualisation du GAD (Figure 41 A, B, C vs. D).  

 

DA B C DA B C

 

Figure 41 : Imagerie de fluorescence in vivo du flanc droit d'une souris 5 minutes après injection sous-
cutanée de traceurs fluorescents dans la patte antérieure droite 
Les souris ont été injectées avec 3,44 µg de cyanine 7 dilué dans 20 µL d’une solution de PEG:EtOH:eau (A), 
300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente (B) ou covalente (C et D). 
En C, le point d’injection (flèche) est caché pour permettre une meilleure visualisation du ganglion axillaire 
droit. En D, le point d’injection n’est pas caché.  
Les images A et B ont été obtenues suite à l’excitation par le Fluobeam™ (690 nm) alors que les images C et D 
ont été obtenues suite à une excitation à 739 nm par une diode laser et le recueil de fluorescence grâce au 
système Fluobeam™ modifié (em. 780 – 850 nm). Les temps d’exposition sont de 10 ms (A et B), 300 ms (C) et 
50 ms (D). 

 

Alors que le GAD est bien défini suite à l’injection de NPSi (Figure 41 B et C), il 

apparaît plus flou suite à une injection de cyanine 7 libre (Figure 41 A). La cyanine 7 étant 

une molécule très petite, sa diffusion dans les tissus est rapide, ce qui provoque le marquage 

des tissus environnants et ainsi une définition médiocre du GAD. 
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5. Suivi de fluorescence du GAD au cours du temps 

i. Impact de l�encapsulation de la cyanine 7 sur la fluorescence du GAD 

Afin de mesurer l’impact de l’encapsulation de la cyanine 7 dans une matrice de silice, 

la fluorescence in vivo dans le GAD a été suivie pendant 7 jours suite à une injection de 

cyanine 7 libre, liée à la silice de façon covalente ou non. 
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Figure 42 : Suivi de la fluorescence du GAD in vivo au cours du temps suite à l'injection de différents 
traceurs fluorescents 
Les souris ont été injectées avec 3,44 µg de cyanine 7 (A, noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la 
cyanine 7 est liée de façon non covalente (A, rouge) ou covalente (A, bleu) puis imagées à l’aide du Fluobeam™ 

au cours du temps. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe. Les images du flanc droit 
des souris 4 h après injection sont représentées en B, C et D, respectivement. Le point d’injection (flèche) est 
caché et les temps d’exposition sont de 10 ms (B et C) et 200 ms (D). 

 

Suite à l’injection de cyanine 7 seule, la fluorescence du GAD augmente 

progressivement jusque 4 h post-injection puis diminue jusque 7 jours. Cependant, la 

localisation précise du GAD suite à une injection de cyanine 7 libre n’est pas aisée, à cause de 

la fluorescence intense des tissus environnants (Figure 42 B). La petite taille de la molécule 

de cyanine 7, comparable à celle du bleu patenté, est à l’origine de son extravasation des 

capillaires lymphatiques.  
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Après une injection de NPSi où la cyanine est liée de façon non covalente, la 

fluorescence du GAD augmente progressivement jusque 1 h post-injection puis diminue 

jusque 7 jours. Dans ce cas, le GAD est clairement défini et facilement identifiable            

(Figure 42 C). La cinétique de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente 

(lot F25-4) est totalement différente, avec un maximum d’intensité à 5 min post-injection puis 

une diminution progressive du signal. 

 

ii. Impact de la stabilité colloïdale des NPSi sur leur migration dans le GAD 

Afin d’apprécier l’influence de la stabilité des NPSi sur leur migration dans le GAD, 

la fluorescence in vivo du GAD a été suivie pendant 7 jours suite à l’injection de différents 

lots de NPSi covalente dont la synthèse a été faite avec du surfactant possédant des 

groupements –COOH (famille F21) ou non (famille F25).  
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Figure 43 : Suivi de la fluorescence in vivo du GAD suite à l'injection sous-cutanée de 300 pmol de NPSi 
covalente avec différentes chimies de surface 
A. Lot de nanoparticules F21 (F21-1, F21-2, F21-3 et F21-4) contenant 0, 15, 30 et 45% de groupements              
–COOH, respectivement.  
B. Lot de nanoparticules F25 (F25-2, F25-3 et F25-4) contenant  0,05, 0,1, 0,2 et 0,4 % de groupements CEST, 
respectivement. 

 

Les cinétiques de migration des NPSi covalentes varient fortement en fonction de la 

méthode de synthèse utilisée. En l’absence de groupements –COOH et CEST (lot F21-1), la 

fluorescence du ganglion montre un plateau de 1 heure à 8 heures après injection, puis une 

diminution rapide jusque 24 h (Figure 43 A). En introduisant des groupements carboxyliques 

(lot F21-2 à F21-4), et ce, quel que soit le pourcentage greffés à la surface des NPSi, la 

cinétique de fluorescence dans le GAD est ralentie, avec un pic de fluorescence 8 h après 

injection, suivi d’une décroissance rapide jusqu’à 24 h (Figure 43 A).  
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Lorsque la synthèse des NPSi se fait avec du surfactant « pur », les charges négatives 

sont apportées par les groupements CEST et les NPSi migrent très rapidement dans le GAD, 

avec un maximum de fluorescence à 5 min post-injection, suivi d’une décroissance régulière 

jusque 7 jours après injection (Figure 43 B).  

A l’intérieur d’une même famille de NPSi, aucune variation de cinétique de migration 

ne peut être remarquée et les différences d’intensité de fluorescence du GAD peuvent être 

attribuées à des modifications de rendement quantique de fluorescence des différents lots 

(Tableau 9 et Tableau 10). 

Le lot F25-4 semble être le plus approprié dans un contexte clinique puisqu’il est 

stable d’un point de vue colloïdal et qu’il permet de visualiser rapidement et avec une 

intensité de fluorescence élevée le GAD, et ce, jusque 8 h après injection. Les études 

ultérieures se sont portées sur ce lot de NPSi covalente (noté NPSi cov. dans les résultats). 

 

6. Analyse de la biodistribution et de l�excrétion de la cyanine 7 et 

des nanoparticules de silice par imagerie de fluorescence 

 

Les souris ont été sacrifiées 24 h et 7 jours après l’injection et les organes ont été 

disséqués puis imagés à l’aide du système modifié du Fluobeam™. L’intensité de fluorescence 

des organes des souris ayant reçu une injection de traceurs fluorescents (cyanine 7 libre, NPSi 

covalente ou non) a été comparée au cours de temps et confrontée à celle des organes des 

souris « témoin » (Figure 44).  

Les rendements quantiques de fluorescence et les coefficients d’extinction molaire des 

différentes formes de cyanine 7 étant distincts (Tableau 8, Tableau 9 et Tableau 10), il est 

impossible de comparer leur biodistribution par fluorescence. Les propriétés optiques des 

tissus (coefficient d’absorption, de diffusion,…) étant variable d’un organe à l’autre, il est 

impossible également de comparer la fluorescence des organes entre eux. En revanche, il est 

possible de comparer, pour une même forme de cyanine 7 injectée, la fluorescence d’un 

même organe à 24 h et à 7 jours post-injection. 

Le GAD, le foie et les reins sont les seuls organes présentant une forte augmentation 

de fluorescence 24 h après injection de traceurs par rapport aux souris « témoin ».  
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Figure 44 : Fluorescence ex vivo d'organes 24 h et 7 jours après injection de traceurs fluorescents 
Les valeurs d’intensité de fluorescence des GAD, foie et reins sont représentées en A, C et E, respectivement 
avec, en blanc, les organes de souris témoin, en noir, les souris injectées avec la cyanine 7 seule, en rouge, les 
nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente et en bleu, les nanoparticules de silice 
dont la cyanine 7 est liée de façon covalente. Les barres pleines représentent les intensités de fluorescence à 24 h 

alors que les barres rayées, celles à 7 j. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, 
* : p < 0,05 par rapport à l’organe témoin correspondant, $ : p < 0,05 par rapport à l’organe correspondant à 
24 h. Les images B, D, F sont représentatives respectivement des GAD, foie et reins de souris témoins, injectées 
avec 3,44 µg de cyanine 7, 300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente 
ou covalente, imagés ex vivo à l’aide du Fluobeam™ 24 h et 7 j après injection selon le schéma précisé en B. Les 
temps d’exposition sont de 10 ms pour les GADs, 100 ms pour les foies et 400 ms pour les reins.  
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Alors que la fluorescence dans le GAD et les reins reste comparable à 24 h et 7 jours 

post-injection de cyanine 7 seule ou de NPSi non cov., celle-ci diminue au cours du temps 

pour les NPSi cov. (Figure 44 A, B, E et F). Dans le foie, la fluorescence reste identique entre 

24 h et 7 jours après injection de cyanine 7 seule mais elle diminue au cours du temps après 

une injection de NPSi, que la cyanine 7 soit liée de façon covalente ou non (Figure 44 C et D).  

 

Après l’injection de cyanine 7 seule ou encapsulée dans des nanoparticules, les souris 

sont hébergées dans des cages à métabolisme permettant le recueil journalier des excrétions 

(urines et fèces). Alors que les urines ne présentent aucune variation d’intensité de 

fluorescence au cours du temps par rapport aux urines des souris « témoin » (résultats non 

présentés), la fluorescence des fèces est maximale les deux premiers jours après injection puis 

elle diminue au cours du temps, quelle que soit la forme selon laquelle la cyanine 7 a été 

injectée (Figure 45). 
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Figure 45 : Excrétion fécale de la cyanine 7 par imagerie de fluorescence 
Les fèces quotidiennes des souris injectées en sous-cutané dans la patte antérieure droite avec 20 µL de sérum 
physiologique (A, E blanc), 3,44 µg de cyanine 7 (B, E noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la 
cyanine 7 est liée de façon non covalente (C, E rouge) ou covalente (D, E bleu) ont été imagées à l’aide du 
Fluobeam™. A - D : Images représentatives des fèces 24 h après injection. Temps d’exposition : A, 300 ms ; 
C, 10 ms ; D et E, 100 ms. E : Intensité normalisée de fluorescence des fèces au cours du temps post-injection. 

Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport au jour correspondant 
du témoin.  
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Les fèces issues des souris injectées avec la forme libre de la cyanine 7 présentent une 

fluorescence très intense, qui reste supérieure à celle des fèces des souris « témoin » jusque 

7 jours après injection (Figure 45 A, C). En revanche, l’excrétion de la cyanine 7 par les fèces 

semble n’être active que les trois et quatre premiers jours suivant l’injection de NPSi 

covalente ou non covalente, respectivement (Figure 45 A, C, D, E).  

 

 

Les résultats de toxicité cellulaire et de visualisation du GAD ayant démontré la 

supériorité des NPSi encapsulant la Cy7 de façon covalente sur la Cy7 libre ou liée de façon 

non covalente à la matrice de silice, nous avons étudié la biodistribution des NPSi covalente 

au cours du temps par une mesure de la fluorescence des organes ex vivo (Figure 46). Ici aussi 

la comparaison de la fluorescence des organes entre eux n’est pas possible mais les variations 

d’intensité de fluorescence d’un même organe au cours du temps peuvent être examinées. 

La fluorescence du point d’injection est maximale entre 5 min et 1 h post-injection 

puis diminue fortement jusque 3 mois. En parallèle, entre 1 h et 24 h, on note une 

augmentation de la fluorescence dans l’estomac (fluorescence doublée par rapport au témoin), 

les reins (fluorescence doublée par rapport au témoin) et le foie (fluorescence multipliée d’un 

facteur 10 par rapport au témoin) (Figure 46).  

La fluorescence dans le foie diminue ensuite à 7 jours jusqu’à atteindre la valeur du 

témoin 3 mois après l’injection (Figure 46), indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou 

leur excrétion. La présence de fluorescence dans les fèces dans les premiers jours suivant 

l’injection (Figure 45) permet d’affirmer que les NPSi sont excrétées par la voie fécale. En 

revanche, la fluorescence des NPSi n’a pas pu être retrouvée dans la vessie ou les urines, 

montrant l’absence d’élimination urinaire des NPSi. Dans les organes du SRE (foie, rate et 

poumons), la fluorescence des NPSi est repérée à différents temps post-injection, montrant 

l’intervention des macrophages dans l’élimination des NPSi. Trois mois après l’injection, la 

fluorescence n’est plus repérée qu’au point d’injection et dans le GAD. 
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Figure 46 : Suivi au cours du temps de la fluorescence ex vivo des organes des souris injectées avec 
300 pmol de NPSi dont la cyanine 7 est liée de façon covalente (lot F25-4) 
Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport à l’organe témoin 
correspondant. 
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7. Détermination des propriétés optiques des tissus murins 

L’absorption et la diffusion de la lumière dans les tissus sont responsables de 

l’atténuation du signal de fluorescence des organes. L’imagerie de fluorescence ne permet 

donc pas de mesurer, de façon quantitative, la quantité de NPSi dans les tissus. Afin de 

quantifier les phénomènes d’absorption et de diffusion de la lumière dans les tissus, les 

coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s) et d’anisotropie (g) des deux 

principaux organes de stockage repéré par l’étude de biodistribution par fluorescence, c’est-à-

dire le foie et les reins, ont été déterminés à partir des mesures de transmission collimatée, de 

transmittance et de réflectance obtenues par spectrophotométrie.  

Tableau 11 : Propriétés optiques du foie et des reins de souris  

  µa (cm-1) µ’s (cm-1) g µeff (cm-1) 

λ = 740 nm 1,61 26,10 0,782 11,17 
Foie λ = 840 nm 1,26 24,02 0,797 9,53 

λ = 740 nm 1,21 14,78 0,814 7,28 
Reins λ = 840 nm 0,84 12,42 0,828 5,58 

 

Le Tableau 11 présente les coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s), 

d’anisotropie (g) et d’extinction effectif (µeff) du foie et des reins de souris saines à deux 

longueurs d’onde : 740 nm, qui est la longueur d’onde d’excitation des NPSi et 840 nm, qui 

est leur longueur d’onde d’émission de fluorescence. Le coefficient d’extinction effectif 

permet d’exprimer l’atténuation de la lumière totale due à l’absorption et à la diffusion de la 

lumière.  

Comme prévu pour les longueurs du proche infrarouge, plus la longueur d’onde 

augmente (de 740 nm à 840 nm), moins la lumière est atténuée (diminution de µteff) et donc 

plus la lumière peut pénétrer en profondeur. La comparaison des coefficients d’extinction 

effectif µeff permet d’affirmer que la lumière d’excitation est plus atténuée dans le foie que 

dans les reins. En utilisant un laser proche infrarouge (740 nm), le volume de tissu irradié est 

plus important dans les reins que dans le foie. De même, la lumière émise par les 

nanoparticules présentes dans les organes (840 nm) est moins atténuée dans les reins que dans 

le foie. A des concentrations de NPSi équivalentes dans ces deux organes, les valeurs de 

fluorescence du foie devraient donc être plus faibles que celles des reins.  
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Détection du GS à l�aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Or, d’après la Figure 44 C et E, 24 h après injection et quel que soit le type de 

nanoparticules, les valeurs d’intensité de fluorescence du foie sont supérieures à celles des 

reins. Nous pouvons donc conclure de ces résultats que la concentration de NPSi dans le foie 

est supérieure à celle dans les reins.  

Les résultats précédents (cytotoxicité, suivi de fluorescence au cours du temps, 

biodistribution,…) nous ont permis de choisir les nanoparticules encapsulant la cyanine 7 de 

façon covalente comme étant le meilleur traceur parmi ceux testés. Afin de quantifier la 

présence des NPSi covalente, nous avons réalisé une extraction chimique sur les principaux 

organes de stockage. 

8. Biodistribution des nanoparticules de silice covalente par 

extraction chimique 

Après dissection, les principaux lieux de stockage des NPSi (point d’injection, foie, 

ganglions droits et fèces) ont subi une extraction chimique afin de doser leur contenu en 

cyanine 7 par spectrofluorimétrie. Les intensités de fluorescence des organes ont ensuite été 

comparées à celles d’une gamme étalon réalisée avec des concentrations croissantes de NPSi 

(Figure 47). 
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Figure 47 : Droites étalon représentant la fluorescence des organes après extraction en fonction de la 
concentration en NPSi cov. 
Les organes (Point d’injection – A, Foie – B, Ganglion – C) et les fèces (D) ont été mis en contact avec des 
concentrations croissantes de NPSi covalente et ont subi le protocole d’extraction. La droite en trait plein 
correspond à l’autofluorescence de l’organe (non mis en contact avec les NPSi) et la droite en pointillé à la droite 
de régression linéaire, dont l’équation et le coefficient de détermination sont précisés à coté. 
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Aucune fluorescence n’a pu être détectée dans les organes des souris « Témoin » après 

extraction (Tableau 12). Suite à leur injection sc. dans la patte, le principal organe de rétention 

des NPSi est le point d’injection, avec des quantités de NPSi allant de 40,57 ± 1,94 % DI à 

5 minutes après injection à 13,93 ± 0,67 % DI à 7 jours. La quantité de NPSi dans le point 

d’injection n’est plus détectable à 3 mois après injection (Tableau 12). Pour ces mesures, 

seule l’extrémité de l’avant bras des souris a subi l’extraction et on peut penser qu’en prenant 

l’intégralité du membre antérieur, qui contient de nombreux vaisseaux lymphatiques, le 

pourcentage de dose injectée serait proche de 100 % à 5 min après injection. 

Bien que le GAD présente une fluorescence intense in vivo avec le Fluobeam™ 5 min 

après injection, son contenu moyen en NPSi n’est que de 0,67 % DI. Le contenu en NPSi dans 

le foie n’est détectable qu’à partir de 24 h, avec une valeur de 12,53 ± 1,91 % DI, puis 

diminue jusque 7 jours après injection où il atteint la valeur de 2,42 ± 1,24 % DI. Trois mois 

après injection, le contenu en NPSi dans le foie n’est plus détectable (Tableau 12).  

La fluorescence des fèces n’est pas détectable avec la méthode d’extraction utilisée 

mais on peut émettre l’hypothèse que des doses inférieures à 5 % DI (limite de détection de 

cette méthode) ont été excrétées chaque jour, conduisant à l’élimination progressive des NPSi 

de l’organisme.  

Tableau 12 : Quantité de cyanine 7 dans les organes après extraction chimique et dosage 
spectrofluorimétrique 

 Pt inj GAD GLTD Foie  Fèces 

Témoin ND ND ND ND 

5 min 40,57 ± 1,94 0,67 0,18 ND 

Témoin 

(J1-J7) 
ND 

1 h 50,71 ± 6,20 0,53 0,18 ND 

24 h 13,78 ± 1,22 0,33 0,69 12,53 ± 1,91

NPSi cov 

(J1-J7) 
ND 

7 j 13,93 ± 0,67 0,81 0,28 2,42 ± 1,24   

NPSi 

cov. 

3 mois ND ND ND ND   

ND, non détectable. Les résultats sont présentés en % DI, moyenne ± ESM, n = 3 par organe. 
La fluorescence d’un seul ganglion étant faible, l’extraction a été faite en regroupant 3 ganglions et les résultats 
donnés représentent la moyenne des 3 ganglions. 

9. Toxicité in vivo des NPSi covalente 

Le suivi de la masse corporelle des souris permet de prédire, en cas de perte ou de non 

prise de poids, une toxicité générale des produits testés sur l’animal. La masse corporelle des 

souris a été suivie pendant 3 mois après l’injection de 300 pmol de F25-4 et aucune différence 

de masse corporelle n’a pu être détectée (p > 0,05) (Figure 48 A), confirmant l’absence ou la 

faible toxicité générale des NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente. 
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Les principaux organes de rétention des NPSi sont le point d’injection, les ganglions 

du coté de l’injection et le foie. Le point d’injection et les ganglions étant retirés lors de la 

chirurgie, il ne reste dans l’organisme que le foie comme principal stock de NPSi.  

Le foie étant un organe vital, il est important de vérifier l’absence d’hépatotoxicité des 

NPSi. Pour cela, plusieurs marqueurs de toxicité hépatiques ont été étudiés : la masse relative 

du foie a été calculée par le ratio de la masse de l’organe sur la masse corporelle de la souris 

suite au sacrifice des souris à différents temps après injection (Figure 48 B), des coupes 

histologiques de foie ont été lues à la recherche de changements morphologiques (Figure 48 C 

à F) et les enzymes hépatiques ont été dosées dans le sérum des souris afin de repérer 

d’éventuels dommages hépatiques (résultats non présentés). 
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Figure 48 : Toxicité in vivo des nanoparticules de silice renfermant la cyanine 7 liée de façon covalente 
Les souris ont été injectées en s.c. dans la patte antérieure droite avec 20 µL de sérum physiologique (Témoin) 
ou 300 pmol de NPSi dont la cyanine 7 est liée de façon covalente à la matrice de silice (NPSi cov., bleu) et leur 
masse a été suivie jusque 3 mois après injection (A). Les souris ont été sacrifiées à différents temps après 
injection (5 min, 1 h, 24 h, 7 j et 3 mois) et le ratio de la masse du foie sur la masse corporelle de la souris a été 

calculé (B). Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport au 
témoin. 
C - F : Images représentatives de coupes histologiques de foie par coloration HES, échelle 100 µm. Les coupes 
histologiques de foie après 7 jours (C, D) ou 3 mois (E, F) de souris « témoin » (C, E) ont été comparées à celles 
de souris injectées avec les NPSi cov. (D, F). 
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Jusque 7 jours après injection de NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente, les 

souris ne montrent aucune différence statistique de la masse relative du foie (Figure 48 B, 

p > 0,05). Une légère diminution de la masse relative du foie est visible 3 mois après injection 

(p = 0,0209).  

En revanche, aucune anomalie morphologique du tissu hépatique n’est repérable suite 

à la lecture des coupes histologiques entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les 

NPSi cov. (Figure 48 C à F). La phosphatase alcaline a été dosée dans le sérum à 24 h, 7 jours 

et 3 mois post-injection et aucune différence significative n’est décelable entre les souris 

« témoin » et les souris ayant reçu une injection de NPSi cov. (résultats non présentés). 

 

D’après les tests réalisés lors de cette étude, les NPSi renfermant la cyanine 7 de façon 

covalente ne semblent donc pas toxiques chez les souris. 
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D. Discussion 

La visualisation du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge est une 

alternative intéressante aux traceurs actuels (colorant bleu et radiocolloïde). Malgré les 

bonnes caractéristiques photophysiques des molécules de la famille des cyanines, ces 

fluorophores organiques ne sont pas idéaux pour la cartographie du GS du fait de leur petite 

taille limitant leur rétention dans les ganglions lymphatiques [144,250-252]. Pour pallier ce 

problème, plusieurs stratégies peuvent être employées. Le mélange de l’ICG avec de 

l’albumine humaine avant injection permet d’augmenter le diamètre hydrodynamique de la 

particule à 7 nm [144]. Cependant la rétention dans le ganglion reste limitée à 30 minutes [144] et 

la stabilité photophysique de ce traceur n’est pas optimale puisqu’il subit une extinction 

importante de la fluorescence quand sa concentration augmente [250]. La méthode utilisée dans 

cette étude pour augmenter la taille du fluorophore (cyanine 7) est de l’encapsuler dans une 

NPSi. La cyanine 7 a été incorporée à la matrice de silice de deux manières différentes : par 

un piégeage physique (non covalente) ou par une liaison covalente.  

Si la cyanine 7 est liée de façon non covalente à la silice, elle peut être libérée dans le 

milieu (Figure 37) et être toxique pour les cellules fibroblastiques (Figure 39). En revanche, 

en cas de liaison covalente de la cyanine 7 à la silice, la libération du fluorophore dans le 

milieu est inhibée, ce qui rend les NPSi totalement non toxiques jusqu’aux concentrations 

testées (Figure 39 et Figure 40). Dans les tests d’hémolyse, aucune toxicité des NPSi n’est 

enregistrée, que la cyanine 7 soit liée de façon covalente ou non (Figure 40 B), alors que les 

tests MTT des NPSi où la cyanine 7 est liée de façon non covalente montrent une toxicité 

similaire à celle de la cyanine 7 seule (Figure 39). Cette différence de toxicité entre les tests 

peut être liée au temps de contact entre les NPSi et les cellules. Dans le test MTT, les NPSi 

sont incubées avec les cellules pendant 24 h, durée suffisante pour une libération du 

fluorophore dans le milieu. En revanche, les NPSi ne sont mises en présence avec les GR que 

pendant 2 h pour le test d’hémolyse et il est possible que la libération de la cyanine 7 

encapsulée à l’intérieur de la matrice de silice ne soit pas effective au bout de 2 h.  

Il est intéressant de remarquer que les NPSi semblent avoir un effet protecteur sur la 

stabilité membranaire, puisque les taux d’hémolyse obtenus sont inférieurs à ceux établis avec 

le témoin négatif (Figure 40 B). Pourtant, les nanoparticules de silice sont connues pour 

provoquer l’hémolyse des GR en raison de la production d’espèces réactives de l’oxygène et 

de l’interaction électrostatique des groupements silanols (Si-OH) présents à la surface des 

NPSi avec la membrane des GR [253,254].  
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La protection contre l’hémolyse pourrait être liée à la présence de groupements PEG à 

la surface des nanoparticules, qui réduisent l’hémolyse des GR par rapport aux nanoparticules 

non recouvertes de PEG [253,255]. Des expériences complémentaires ont en effet montré une 

diminution de l’hémolyse en présence de concentrations en PEG 400 allant jusqu’à 2,5 % 

(résultats non présentés). Deux hypothèses sont avancées pour expliquer ce processus : le 

PEG peut améliorer la biocompatibilité des particules et, en s’adsorbant à la surface des GR, 

les rendre moins susceptibles aux cisaillements à l’origine de leur hémolyse [256].  

Des études récentes ont également démontré une absence de cytotoxicité des NPSi par 

test MTT sur des fibroblastes de souris [257] ou sur des cellules souches 

mésenchymateuses [258]. Il semblerait donc que la silice ne soit pas toxique par elle-même et 

ce serait la cyanine qui, dans notre cas, est responsable d’une éventuelle toxicité.  

 

Les caractéristiques spectrales de la cyanine 7 sont bien adaptées à l’imagerie de 

fluorescence in vivo puisqu’elle émet dans le proche infrarouge. Sa fluorescence peut donc 

être détectée dans le GAD directement à travers la peau avec un important rapport signal / 

bruit de fond (Figure 41). Pour les fluorophores émettant dans le visible, l’absorption des 

longueurs d’onde par les chromophores endogènes de la peau est un obstacle à la visualisation 

du GS et il est nécessaire de retirer la peau présente au-dessus du ganglion afin de le repérer 

puis de pratiquer son exérèse [153,233,259]. Avec des fluorophores du proche infrarouge comme 

la cyanine 7, la procédure de visualisation du GS est totalement non invasive. 

 

La cyanine 7, qu’elle soit encapsulée dans une NPSi ou non, permet un repérage du 

GAD dès 5 minutes après injection (Figure 41). Cependant, la petite taille de la cyanine 7 

seule est responsable de son extravasation et de sa migration dans les tissus environnants, 

conduisant à une mauvaise définition de l’emplacement du GAD. Le recours à des NPSi, dont 

la taille est plus grande que celle de la cyanine 7 seule, permet d’éviter ce problème. Les 

profils de migration des NPSi dans le GAD ont été établis à partir des images de fluorescence 

du flanc droit des souris in vivo et montrent des différences sensibles en fonction de la famille 

de NPSi (F21 vs. F25). Les deux paramètres majeurs qui influencent la migration des NPSi 

vers les ganglions lymphatiques sont la taille et la charge de surface des nanoparticules.  

La taille des NPSi utilisées dans cette étude varie de 33 nm pour le lot F21-2 à 68 nm 

pour le lot F21-4 (Tableau 9) et de 32 nm pour le lot F25-3 à 45 nm pour le lot F25-4 

(Tableau 10). Bien que ces valeurs soient assez variables, elles sont comprises dans 

l’intervalle [10 - 100 nm]. La taille des NPSi est donc compatible avec une bonne migration 

dans les ganglions, quel que soit le lot considéré [148].  
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Entre les deux familles de NPSi, le facteur « taille des nanoparticules » ne varie pas. 

En comparant les valeurs de potentiel zêta entre les lots de la famille F21 (Tableau 9) et les 

lots de la famille F25 (Tableau 10), il apparaît que les différences de charges de surface ne 

sont pas importantes. Les variations dans le profil de migration des NPSi dans le GAD entre 

ces deux familles ne peuvent donc être attribuées ni à leur taille, ni à leur chimie de surface. 

La principale différence entre les deux familles de NPSi repose sur leur méthode de synthèse.  

Les NPSi de la famille F25, dont le cœur de silice a été stabilisé par le CEST, 

montrent un pic de fluorescence dans le GAD 5 min après injection, suivi d’une décroissance 

régulière jusque 24 h. En revanche, les NPSi de la famille F21 migrent dans le ganglion plus 

lentement, avec un pic de fluorescence 8 h après injection. Les NPSi de la famille F21 ont été 

synthétisées avec un surfactant portant des groupements -COOH, ce qui perturbe la formation 

des micelles de silice et rend les NPSi moins stables d’un point de vue colloïdal. A l’intérieur 

de l’organisme, ces NPSi ont alors tendance à perdre leur revêtement de surface en PEG, à 

s’agréger et à s’adsorber sur les protéines. Ces NPSi, qui sont toujours fluorescentes, ont une 

charge de surface moins négative et une taille plus grande, ce qui ralenti leur migration dans 

le GAD. Les NPSi de la famille F25, quant à elles, ont été synthétisées avec un surfactant 

« pur ». Elles sont donc plus stables et leur migration dans les lymphatiques est améliorée par 

rapport aux NPSi F21 non stables. 

A l’intérieur d’une même famille de NPSi, les cinétiques de migration dans le GAD ne 

varient pas, ce qui est cohérent avec le fait que les potentiels zêta des NPSi ne sont pas très 

différents entre les lots (Tableau 9 et Tableau 10). Il semblerait que le nombre minimal de 

groupements CEST introduits durant la synthèse (0,05 % pour le lot F25-2) soit suffisant pour 

apporter des charges négatives et modifier la cinétique de migration dans le GAD par rapport 

au lot F21-1 ne possédant aucun groupement CEST. L’ajout de CEST en nombre plus 

important modifie légèrement leur potentiel zêta mais ne perturbe pas leur cinétique de 

migration dans le GAD. Les différences d’intensité de fluorescence observées entre les 

différents lots d’une même famille peuvent être attribuées à des variations de rendement 

quantique de fluorescence (Tableau 9 et Tableau 10). 

L’étude de Rao, en 2009, a démontré une amélioration de la vitesse de migration dans 

les ganglions lymphatiques de nanoparticules d’acide poly(lactique-co-glycolique) avec 

l’augmentation de la densité des charges négatives de surface [260]. La capture des 

nanoparticules par les lymphatiques est améliorée avec l’augmentation des charges négatives 

grâce aux répulsions électrostatiques dues aux faibles charges négatives de la matrice 

interstitielle [260].  
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Dans notre étude, les charges de surface des NPSi ne sont pas aussi importantes           

(de -5 mV à -15 mV) que celles utilisées dans l’étude de Rao (de -36 mV à -57 mV) et les 

différences de potentiel zêta entre les lots d’une même famille ne sont pas très grandes, d’où 

une absence de variation de cinétique à l’intérieur d’une même famille de NPSi.  

La biodistribution des NPSi cov. dans l’organisme suite à leur injection sc. dans la 

patte a été évaluée à l’aide des images de fluorescence des organes ex vivo à différents temps 

après injection. Seuls le point d’injection, les ganglions régionaux, le foie, les reins et les 

fèces des souris injectées présentent une intensité de fluorescence nettement supérieure à celle 

des organes des souris « témoin » (Figure 46). Cependant, la fluorescence, à cause des 

différences de propriétés optiques entre les organes, n’est pas une méthode de quantification 

absolue. Nous avons donc déterminé les coefficients d’absorption µa, de diffusion réduit µ’s et 

d’anisotropie g des deux organes majeurs de stockage des NPSi, le foie et les reins, afin de 

comparer les valeurs d’intensité de fluorescence entre ces deux organes (Tableau 11). Il 

ressort de ces résultats que le foie est l’organe principal de rétention des NPSi, ce qui corrèle 

avec une excrétion fécale des nanoparticules (Figure 45).  

Afin d’avoir une notion de la quantité de NPSi présentes dans les principaux organes 

fluorescents, ceux-ci ont subi une étape d’extraction chimique afin de doser leur contenu en 

fluorophore par spectrophotométrie et de comparer ces valeurs à celles obtenues avec une 

gamme étalon. La quantité de NPSi au point d’injection est maximale jusque 1 heure post-

injection puis diminue progressivement, jusqu'à n’être plus détectable trois mois après 

injection. Dans le foie, la quantité de NPSi n’est détectable qu’à partir de 24 h et correspond à 

12 % DI. Elle diminue ensuite au cours du temps et, après 3 mois, la fluorescence des NPSi 

dans le foie n’est plus décelable (Tableau 12). Dans les fèces, les quantités de NPSi ne sont 

pas assez importantes pour être détectées par notre méthode, bien que la présence des NPSi 

dans les fèces soit confirmée par leur fluorescence au Fluobeam™ (Figure 45). L’excrétion 

fécale est également la voie d’élimination privilégiée des NPSi modifiées de façon organique 

(ORMOSIL) [156] ou des NPSi de 80 nm renfermant de l’ICG [164]. Du fait de leur taille 

(supérieure à 5,5 nm), les NPSi utilisées dans notre étude ne peuvent pas passer le filtre rénal 

et être éliminées par les urines [149]. 

Etant donné que les NPSi sont présentes dans le foie jusque 7 jours post-injection, il 

est important de vérifier l’absence de toxicité sur cet organe vital. Pour cela, la masse relative 

du foie (Figure 48 B), la libération plasmatique de phosphatase alcaline (PAL) et les 

variations histologiques hépatiques (Figure 48 C et D) des souris injectées avec les NPSi ont 

été comparées aux celles des souris « témoin ».  
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D’après l’ensemble des résultats, les NPSi cov. ne modifient pas la fonction hépatique 

et ce, jusque 3 mois après l’injection. La fonction hépatique ne semble pas être altérée puisque 

les taux de PAL restent identiques à ceux des souris « témoin » et aucune anomalie 

histologique n’a pu être détectée. Les taux de nombreuses enzymes hépatiques (aspartate 

aminotransférase, alanine aminotransférase, PAL, lactate déshydrogénase, …) se trouvent 

augmentés dans le sérum en cas de dommages hépatiques et sont classiquement mesurés pour 

évaluer la fonction hépatique. La PAL, enzyme la plus utilisée dans les tests de toxicité 

hépatique, est produite par les cellules bordant les canaux biliaires. En cas d’obstruction du 

système de drainage biliaire, la PAL est la première enzyme dont le taux augmente dans le 

sérum [261]. De précédentes études ont également démontré que les NPSi ne provoquent pas 

d’augmentation des taux de PAL, mais à forte dose (> 500 mg.kg-1), les niveaux d’activités 

d’autres marqueurs (aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase, bilirubine totale) se 

trouvent modifiés [262,263]. Il serait donc intéressant de vérifier que ces marqueurs ne sont pas 

modifiés au cours du temps après l’injection de NPSi. Les souris, suivies pendant 3 mois, ont 

été régulièrement observées et aucun changement dans la prise de poids (Figure 48 A), le 

comportement, l’alimentation ou l’activité des souris n’a pu être détecté, présageant l’absence 

de toxicité générale des NPSi.  

De tels résultats ont également été retrouvés avec les ORMOSIL injectés en iv. [156] et 

les NPSi renfermant de la rhodamine injectées en intrapéritonéal [264]. Néanmoins, il est 

important de s’assurer de l’absence de toxicité générale des NPSi à plus long terme et de leur 

élimination complète de l’organisme. Enfin, dans un objectif clinique, il faudra vérifier la 

capacité des NPSi à migrer dans le GS lorsque celui-ci est envahi par des cellules 

métastatiques. 

 

Pour conclure, les avantages de l’utilisation de fluorophores encapsulés dans des 

nanoparticules de silice sont multiples : augmenter la taille du traceur afin de favoriser sa 

rétention dans le GS, améliorer la stabilité du fluorophore en le protégeant contre les agents 

extérieurs responsables de l’extinction de sa fluorescence, diminuer la toxicité du fluorophore 

encapsulé et rendre la nanoparticule hydrophile éliminant ainsi le recours à des solvants 

nocifs. Les NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente semblent donc être de bons 

candidats pour la cartographie du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge. 
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Discussion générale 

La technique de biopsie du GS est actuellement la technique de référence pour le 

diagnostic des métastases ganglionnaires [61]. Elle consiste en l’injection à proximité de la 

tumeur de deux traceurs, un colorant bleu et un radiocolloïde. Ces traceurs migrent vers les 

ganglions lymphatiques en suivant la même voie que les cellules métastatiques. Dans le même 

temps opératoire que l’exérèse tumorale, les ganglions bleus et radioactifs sont extraits puis 

analysés afin de déterminer leur statut métastatique. Les GS étant les premiers ganglions de la 

chaîne lymphatique [42], leur statut permet de prédire l’envahissement du reste de l’organisme 

et d’orienter les traitements post-chirurgicaux (radiothérapie, chimiothérapie…) [28]. Cette 

technique est très performante mais les traceurs utilisés présentent de nombreux 

inconvénients. Le colorant, de part sa petite taille, migre rapidement hors des GS et colore les 

ganglions de second échelon et les tissus environnants [87]. De plus, il est à l’origine de 

réactions allergiques qui peuvent engager le pronostic vital des patients [77]. L’utilisation de la 

radioactivité engendre des dépenses non négligeables [93] et n’est pas toujours accessible dans 

les centres hospitaliers éloignés d’un service de médecine nucléaire. 

L’imagerie de fluorescence est une alternative intéressante pour la cartographie des 

GS étant donné sa forte sensibilité, la facilité de son utilisation, la possibilité d’avoir des 

informations en temps réel, l’absence de radiations ionisantes et son coût limité [134]. Les 

fluorophores émettant dans le proche infrarouge (680 - 900 nm) sont les plus intéressants 

puisque la lumière d’émission n’est que faiblement absorbée par les chromophores 

endogènes, permettant la visualisation de structures en profondeur (jusque 1 cm) [136]. Dans 

cette fenêtre thérapeutique, la fluorescence des chromophores endogènes est également 

extrêmement faible, renforçant ainsi le rapport signal / bruit [138]. 

Du fait des caractéristiques du système lymphatique, les nanoparticules utilisées pour 

un repérage rapide du GS doivent avoir une taille comprise entre 10 et 100 nm [148]. Plusieurs 

types de nanoparticules ont été analysés dans le but d’optimiser la visualisation du GS par 

imagerie de fluorescence proche infrarouge. La plupart des études portent sur des 

nanoparticules encapsulant un fluorophore organique. Les fluorophores les plus employés 

sont les cyanines, qui présentent de bonnes caractéristiques photophysiques (fort rendement 

quantique de fluorescence, important coefficient d’extinction molaire,…) et dont l’émission 

peut être ajustée dans le domaine du proche infrarouge. Le vert d’indocyanine est aujourd’hui 

l’unique colorant autorisé par la FDA pour l’imagerie infrarouge, mais sa faible photostabilité 

et sa prédisposition à l’agrégation n’en font pas un marqueur idéal. 
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Les nanoparticules peuvent être composées d’éléments organiques : protéines [173], 

polysaccharides [175], lipides [174], polymères synthétiques [176], silice [265], ou bien être 

constituées d’éléments inorganiques tels que les métaux lourds (QDs) [266]. Dans ce derniers 

cas, l’émission de fluorescence est liée au confinement quantique des électrons dans la 

structure de la nanoparticule et ne nécessite pas la présence d’un fluorophore organique [180]. 

 

L�objectif poursuivi au cours de cette thèse était d�étudier les capacités de 

migration dans le GS de QDs et de NPSi renfermant de la cyanine 7 afin de remplacer 

les traceurs actuellement employés. Leur biodistribution dans l�organisme, leur voie 

d�excrétion ainsi que leur potentielle toxicité, qui sont des notions essentielles à 

connaître avant toute application clinique, ont également été évaluées. 

 

Les précédents travaux du laboratoire ont permis de démontrer que les QDs possèdent 

de bonnes aptitudes pour la visualisation rapide des ganglions lymphatiques régionaux.  

Les premiers QDs commerciaux utilisés par notre équipe émettaient dans le domaine 

du visible (655 nm) mais la détection du ganglion axillaire directement à travers la peau 

n’était pas possible à cause de l’absorption de la lumière par les tissus sus-jacents [236]. Pour 

corriger ce problème de visualisation de la fluorescence en profondeur, des QDs émettant 

dans le proche infrarouge ont été utilisés. Ces QDs, composés de CdTeSe/ZnS, ont pu être 

repérés in vivo à travers la peau à l’aide de l’imageur pour petit animal Fluobeam™. 

Cependant, les analyses histologiques ont révélé la présence de zones inflammatoires dans les 

ganglions, témoignant de la toxicité de ces QDs [237]. Afin de limiter leur toxicité, des QDs 

dépourvus de cadmium ont été synthétisés. Leur fluorescence dans le proche infrarouge 

permet la visualisation des ganglions régionaux à travers la peau des souris, tout en présentant 

une toxicité aigüe locale réduite par rapport aux QDs à base de cadmium [238]. 

Les QDs à base d’indium semblent donc être très prometteurs pour la visualisation du 

GS mais aucune étude n’a examiné la migration des traceurs fluorescents en cas de ganglion 

envahi par les cellules métastatiques, ni la toxicité de ces QDs dépourvus de cadmium. 

La première partie de ce manuscrit a pour but de démontrer les capacités migratoires 

des QDs à base d’indium dans un modèle orthotopique syngénique de carcinome mammaire 

murin, où le ganglion axillaire est métastatique. Il a en effet été démontré que la présence de 

métastases dans les vaisseaux ou les ganglions lymphatiques est responsable d’un blocage de 

la migration des traceurs, ce qui peut affecter la visualisation correcte du GS [103].  
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Afin de se rapprocher au plus près de la situation clinique, des cellules de carcinome 

mammaire murin ont été injectées en sous-cutanée dans la mamelle antérieure de souris et 

après environ 21 jours le ganglion axillaire a été repéré à l’aide de la fluorescence des QDs. 

L’envahissement métastatique du ganglion a été évalué par la présence de la cytokératine 19 

(CK 19) en immunohistochimie et biologie moléculaire (RT-qPCR). La CK 19, qui est 

spécifique des cellules épithéliales (dont font partie les cellules de carcinome mammaire), est 

absente des ganglions lymphatiques sains et c’est pour cette raison qu’elle est le marqueur le 

plus utilisé chez l’Homme [129]. Le modèle murin utilisé est assez proche des cas cliniques 

puisque la dissémination métastatique se fait par la voie lymphatique et que le pourcentage de 

ganglions envahis chez la souris (environ 36 %) est semblable à celui retrouvé dans la récente 

étude clinique de 287 cas de cancers du sein [267].  

Le Fluobeam™ a été utilisé afin de cartographier les GS par imagerie de fluorescence 

proche infrarouge. Les mesures de fluorescence in vivo ont permis de repérer le GS, qu’il soit 

envahi ou non, chez toutes les souris. De plus, aucune différence d’intensité de fluorescence 

n’a pu être démontré entre les GS envahis ou non. Ces résultats permettent d’affirmer que la 

migration des QDs dans le système lymphatique n’est pas compromise lorsque les cellules 

métastatiques sont présentes et qu’elles ne bloquent pas le passage des QDs. 

Les premiers QDs utilisés pour l’imagerie in vivo étaient composés de métaux lourds 

comme le cadmium [236,237,266], élément fortement toxique in vitro [187,197,268]. Récemment, une 

équipe a étudié le comportement in vivo de QDs à base de cadmium suite à leur injection iv. 

chez des macaques [269]. Les paramètres classiques de toxicité in vivo (masse et température 

corporelles, comportement, alimentation, marqueurs hématologiques et biochimiques…) sont 

identiques chez les animaux témoins et les animaux injectés avec les QDs, démontrant une 

toxicité minimale des QDs. Des taux importants de cadmium et de sélénium ont pourtant été 

détectés dans le foie, la rate et les reins après trois mois mais aucune anomalie morphologique 

(inflammation, fibrose, nécrose, …) n’a été détectée dans ces organes [269]. Ces résultats 

prouvent l’importance de la couche organique recouvrant le cœur des QDs pour limiter de 

façon significative leur toxicité. Néanmoins, des études à long terme sont nécessaires afin de 

déterminer la stabilité de ces QDs in vivo, le devenir de ces métaux lourds dans l’organisme et 

leurs éventuels effets secondaires. 

Notre stratégie permettant de limiter la toxicité des QDs a été d’utiliser des QDs à 

base d’indium. Les tests de toxicité in vitro ont démontré une plus faible toxicité des QDs-

indium par rapport aux QDs-cadmium.  
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Les études toxicologiques de l’indium sur l’organisme sont peu nombreuses et 

plusieurs organismes tels que l’US Occupational Safety and Health Administration ou la 

Communauté Economique Européenne ne classent pas cet élément dans la catégorie des 

carcinogènes. Selon le National Toxicology Program, la consommation quotidienne d’indium 

représente environ 8 µg/jour/personne [270]. Afin de déterminer la dose d’indium injectée si les 

QDs sont administrés à l’Homme, une estimation basée sur la profondeur du ganglion peut 

être faite. Alors que chez le porc, dont le GS est localisé à environ 1 cm de profondeur, la 

dose de 400 pmol de QDs a permis une visualisation correcte du GS [271], chez l’Homme, une 

dose de 2,4 nmol pourrait être nécessaire pour la cartographie du GS situé à une profondeur 

de 3 à 6 cm. Les QDs utilisés dans notre étude contiennent une dose d’indium de 

385 ng In.pmol-1 QDs. Ainsi, chez l’Homme, la quantité d’indium injectée serait d’environ 

900 µg. Il est important de noter ici que la source principale de QDs (point d’injection et 

ganglions régionaux) est retirée lors de la chirurgie, éliminant ainsi environ 83 % de la dose 

injectée et réduisant fortement la quantité de QDs restants dans l’organisme. En effet, si le 

point d’injection est retiré 1 heure après l’injection des QDs, la quantité d’indium qui perdure 

dans le corps est de 17 % de la dose injectée (soit 160 µg) d’après notre étude sur la souris. 

Cette quantité d’indium restante est plutôt faible puisqu’elle ne représente que 5 % de la 

consommation annuelle d’indium par personne (2920 µg). 

 

Après dissémination des QDs dans l’organisme, ces derniers sont captés par les 

organes du SRE (foie et rate) puis excrétés partiellement de l’organisme. En raison de la taille 

des nanoparticules (> 5,5 nm), l’excrétion des QDs par la voie urinaire est proscrite [149].  

 

Des QDs intacts (car fluorescents) ont été retrouvés dans les fèces des souris injectées, 

indiquant une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec des taux n’excédant pas 3 % de la 

dose injectée après 4 jours. La diminution de 50 % de la quantité d’indium dans le foie au 

bout de 3 mois par rapport au premier jour suggère que les QDs sont éliminés de l’organisme 

au cours du temps par la voie fécale, à des taux trop faibles pour pouvoir être décelés par nos 

instruments de mesure. En revanche, d’autres auteurs relatent une séquestration totale des 

QDs dans le foie et une absence d’excrétion pendant plusieurs semaines après une injection 

iv. [154]. Des études complémentaires doivent être mises en place afin de déterminer les taux 

d’excrétions des QDs-indium sur le long terme. 
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Les NPSi renfermant un fluorophore organique émettant dans le proche infrarouge 

sont une solution alternative aux QDs pour la cartographie du GS puisqu’elles présentent une 

brillance intense et une faible toxicité. Nous avons démontré, dans la deuxième partie de cette 

thèse, les nombreux avantages de l’encapsulation d’un fluorophore organique dans une 

matrice de silice et notamment la forte diminution de la toxicité in vitro. La liaison covalente 

de la cyanine 7 à la matrice de silice permet d’éviter sa libération dans le milieu et de limiter 

sa toxicité. Les NPSi cov. ne provoquent en effet aucune cytotoxicité (test MTT) sur les 

fibroblastes sains aux concentrations testées (jusqu’à 8 µg Cy7.mL-1). En revanche, la cyanine 

7 seule et les NPSi non cov. dont la cyanine 7 est libérée au cours du temps de la matrice de 

silice présentent une certaine toxicité vis-à-vis des fibroblastes. De plus, les NPSi ne semblent 

pas déstabiliser les membranes cellulaires puisque l’hémolyse des globules rouges est 

annihilée en présence de NPSi grâce aux groupements PEG de surface. Conformément à de 

nombreuses études, les NPSi utilisées dans ce travail ne semblent donc pas toxiques in vitro. 

La silice amorphe est utilisée depuis de nombreuses années dans les médicaments, la 

nourriture et les cosmétiques, sans preuve d’effets secondaires nocifs sur l’Homme [211]. En 

outre, plusieurs études ont démontré l’absence de cytotoxicité des NPSi in vitro sur des 

fibroblastes murins ou des kératinocytes humains [257,258]. Les NPSi sont donc considérées 

comme étant inertes et sans danger [272] et leur toxicité n’est due qu’au fluorophore encapsulé, 

la cyanine 7. La toxicité in vivo de la cyanine 7 n’a pas été évaluée, mais les composés de la 

famille des cyanines ne semblent pas intrinsèquement nocifs. Récemment, suite à l’injection 

iv. d’une cyanine (IR-780) chez la souris, aucun indice de toxicité aigüe n’a été rencontré 

jusqu’à 100 nmol [273]. Dans cette étude de Zhang et al., le GS a été visualisé chez des souris 

et des porcs suite à une injection intradermique de 0,5 et 10 nmol de cyanine, respectivement. 

Cependant, 3 h après l’injection, la fluorescence dans le ganglion diminue, ce qui réduit la 

durée possible entre l’injection du traceur et la biopsie du GS [273]. 

L’encapsulation de la cyanine 7 dans une NPSi permet d’obtenir des particules de 

taille adéquate pour leur migration dans les ganglions lymphatiques (entre 28 et 68 nm). Alors 

que la cyanine 7 seule n’est pas retenue dans le ganglion et peut marquer les tissus 

environnants, les NPSi permettent une bonne définition du ganglion lymphatique régional. La 

méthode de synthèse des NPSi est un facteur important permettant de contrôler leur stabilité 

colloïdale. En effet, si le surfactant utilisé lors de la synthèse porte des groupements 

carboxyliques, la formation des micelles de silice est perturbée et le revêtement de surface en 

PEG se désorganise. Les NPSi ont alors tendance à s’agréger, ce qui rend leur migration dans 

le GAD moins efficace. 
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La taille des nanoparticules est un facteur essentiel régissant leur biodistribution et 

leur excrétion. La voie d’excrétion la plus favorable est l’élimination rénale puisque la route 

hépatobiliaire est un processus lent et la rétention à long terme des particules dans les organes 

du SRE augmente la toxicité. L’excrétion par la voie urinaire n’étant possible que pour des 

NPSi de taille inférieure à 5,5 nm [149], les NPSi utilisées dans notre étude, de diamètre 

hydrodynamique compris entre 28 et 68 nm, ne peuvent être excrétées que par la voie 

hépatobiliaire. Cette hypothèse est confirmée puisque la fluorescence du foie et des fèces 

indique une élimination fécale dans les premiers jours suivant l’injection. Sur le long terme, la 

fluorescence du foie diminue jusqu’à n’être plus détectable avec nos instruments de mesure à 

3 mois après injection, indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou leur excrétion.  

Bien que le foie soit l’organe majeur de stockage, les NPSi ne semblent pas être 

toxiques pour cet organe puisque sa masse relative, son histologie et son intégrité (par 

l’absence de libération d’enzymes hépatiques dans le sérum) ne sont pas modifiés. De plus, 

les souris ne montrent pas de différences de comportement et de masse corporelle, présageant 

d’une absence de toxicité générale. Des analyses complémentaires doivent cependant être 

menées afin de valider l’absence de toxicité et de confirmer la diminution de la quantité de 

NPSi dans le foie permettant ainsi de justifier leur élimination de l’organisme. 

Les nanoparticules de silice modifiées de manière organique (ORMOSIL) d’environ 

20 nm montrent également une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec une diminution de la 

fluorescence du foie à partir de 24 h [156]. La dégradation des NPSi dans l’organisme provoque 

la libération du fluorophore libre et son accumulation préférentielle dans la peau. Les analyses 

histologiques des organes majeurs (foie, rate, reins, poumons) ne présentent aucun 

changement pathologique [156]. 

 

Afin de s’assurer des capacités migratoires des NPSi dans le GS en cas 

d’envahissement tumoral, la cartographie du GS doit être effectuée dans un modèle 

orthotopique murin de carcinome mammaire présentant une dissémination lymphatique, de la 

même façon qu’avec les QDs. 
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Conclusions et perspectives 

Pour conclure, les nanoparticules fluorescentes utilisées dans ces deux études, 

Quantum Dots et NPSi renfermant de façon covalente la cyanine 7, présentent des 

caractéristiques idéales pour la cartographie du GS par imagerie de fluorescence infrarouge.  

Nous avons démontré que les QDs peuvent migrer dans le GS, même en cas 

d’envahissement métastatique. Les propriétés photophysiques des QDs les rendant très 

brillants, le GS est facilement détectable suite à l’injection sous-cutanée d’une faible dose de 

QDs. La majorité des nanoparticules étant localisée au point d’injection ou dans les ganglions 

régionaux, la quantité de QDs restants dans l’organisme après résection tumorale et biopsie du 

GS est faible. Du fait de leur taille, les QDs sont capturés par le SRE et sont en partie éliminés 

par la voie hépatobiliaire via les fèces. De plus, les QDs à base d’indium présentent une 

toxicité in vitro et in vivo réduite par rapport aux QDs-cadmium.  

La cyanine 7 est un fluorophore proche infrarouge hydrophobe et de petite taille. 

Notre étude a confirmé que son encapsulation dans une matrice de silice permet d’obtenir un 

traceur ayant des caractéristiques optimales d’hydrophilicité, de biocompatibilité et de taille 

pour sa migration dans le GS. Grâce à la liaison covalente de la cyanine 7 à la silice, la 

libération du fluorophore est supprimée, ce qui limite fortement la toxicité des NPSi in vitro et 

in vivo. Les NPSi présentent une biodistribution semblable à celle des QDs, avec une 

prépondérance au point d’injection, dans les ganglions lymphatiques et le foie ainsi qu’une 

excrétion fécale dans les premiers jours suivant l’injection. 

 

Les QDs et les NPSi sont des candidats très prometteurs pour la cartographie du 

GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge puisque leur utilisation est plus 

simple, plus rapide et plus fiable que les techniques actuelles. Les résultats de futurs 

tests de toxicité permettront de les départager.  

 

Perspectives 

 

Les perspectives majeures de ce travail sont (i) l’encapsulation de QDs à base 

d’indium dans une nanoparticule de silice afin de combiner les avantages photophysiques des 

QDs à la faible toxicité de la silice, (ii) le ciblage des nanoparticules afin d’améliorer leur 

capture par le GS, (iii) le couplage des nanoparticules fluorescentes avec d’autres modalités 

d’imagerie afin d’associer les bénéfices de chaque méthode ou (iv) avec un agent 

thérapeutique pour rassembler, en une seule nanoparticule, le diagnostic et le traitement des 

métastases ganglionnaires. 
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L’évolution vers des QDs englobés dans de la silice est une possibilité intéressante 

afin de minimiser encore plus leur toxicité. De telles constructions sont déjà à l’étude et 

confirment de bonnes capacités migratoires dans le GS de QDs PbS recouverts d’une couche 

de silice-PEG et une absence de toxicité chez la souris [274].  

 

Afin de limiter leur passage dans les ganglions de second échelon et d’accélérer leur 

migration dans les GS, les nanoparticules peuvent être fonctionnalisées avec CXCR4, 

récepteur membranaire dont le ligand SDF-1 est fortement exprimé par les cellules des 

ganglions lymphatiques. Des nanoparticules d’albumine ont ainsi été greffées avec un ligand 

de CXCR4 et ont démontré une meilleure accumulation dans les ganglions régionaux que les 

nanoparticules non greffées [275]. La capture des traceurs par les GS étant ainsi améliorée, on 

peut imaginer pouvoir réduire la dose de nanoparticules injectées et donc réduire la toxicité. 

 

La complémentarité de l’imagerie par résonance magnétique (IRM), qui permet 

d’imager le corps entier, avec l’imagerie de fluorescence, qui possède une forte résolution 

spatiale, augure d’un avenir très prometteur. La multimodalité permettrait, dans un premier 

temps, de localiser par IRM un ganglion lymphatique en profondeur (dans le cas des cancers 

de la cavité abdominale, par exemple) puis, pendant la chirurgie, d’affiner son emplacement à 

l’aide de la fluorescence. Récemment, des QDs à base de silicium ont été dopés avec du 

manganèse afin d’être détectable par IRM et par imagerie de fluorescence [276]. Ces 

nanoparticules non toxiques n’ont cependant jamais été testées in vivo dans la détection du 

GS. 

 

L’encapsulation dans une même nanoparticule d’un agent de diagnostic, tel qu’une 

nanoparticule fluorescente, et d’un agent de thérapie, comme une molécule de chimiothérapie 

confère à la nanoparticule le statut de « théranostique ». Ainsi, dans un liposome contenant 

des QDs, ont été inclus du docetaxel [277] ou de la doxorubicine [278], ce qui a permis de 

visualiser des cellules en culture et de délivrer, dans le même temps, la substance 

anticancéreuse. A ce jour, aucune nanoparticule théranostique n’a été expérimentée pour la 

cartographie du GS et l’éradication des cellules métastatiques. 
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Localisation du ganglion sentinelle au moyen de nanoparticules fluorescentes 
émettant dans le proche infrarouge : Application au cancer du sein 

 

La biopsie du ganglion sentinelle (GS) est actuellement la technique de référence pour le 
diagnostic des métastases ganglionnaires du cancer du sein. Cependant, les traceurs utilisés pour la 
cartographie du GS (colorant bleu et radiocolloïde) ne sont pas idéaux et peuvent occasionner des 
réactions allergiques et engendrer des coûts importants. Une alternative à l’utilisation de ces traceurs 
repose sur le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge à l’aide de 
nanoparticules. Deux types de nanoparticules ont été étudiés : les Quantum Dots (QDs) à base 
d’indium et les nanoparticules de silice (NPSi) renfermant de la cyanine 7. 

Notre étude s’est basée sur des QDs-indium, dont la toxicité est supposée être plus faible que 
celle des QDs à base de cadmium. La visualisation du GS par les traceurs actuels étant altérée par 
l’envahissement métastatique du ganglion, un modèle murin de carcinome mammaire présentant des 
métastases ganglionnaires a été utilisé. La présence de cellules métastatiques dans le ganglion 
n’affecte pas la migration des QDs puisqu’aucune différence d’intensité de fluorescence n’a pu être 
détectée entre les ganglions sains et les ganglions envahis. L’étude de biodistribution a mis en 
évidence une capture majeure des QDs au point d’injection et dans les ganglions ainsi qu’une plus 
faible concentration dans le foie et la rate. La toxicité des QDs a été évaluée in vitro et a démontré une 
toxicité fortement réduite des QDs-indium par rapport aux QDs-cadmium. 

Les NPSi ont été largement appliquée à l’imagerie tumorale mais les études portant sur la 
visualisation du GS sont peu nombreuses. Les avantages de l’encapsulation de la cyanine 7, 
fluorophore hydrophobe émettant dans le proche infrarouge, dans des NPSi comprennent notamment 
une meilleure rétention dans le GS et une toxicité in vitro considérablement limitée par rapport au 
fluorophore libre. Les souris ont été suivies pendant 3 mois après injection de NPSi et aucun signe de 
toxicité générale ou hépatique n’a pu être décelé. 

Ces deux types de nanoparticules fluorescentes sont particulièrement bien adaptés à la 
cartographie du GS et pourraient avantageusement remplacer les traceurs employés actuellement. 

 

Mots clés : ganglion sentinelle, imagerie de fluorescence proche infrarouge, Quantum Dots à base 
d’indium, nanoparticules de silice, cyanine 

 

 

Mapping of sentinel lymph node with near-infrared emitting nanoparticles:  
Breast cancer application 

 

Sentinel lymph node (SLN) biopsy is a reliable technique for the diagnosis of metastases in 
breast cancer. However, the tracers used (blue dye and radiocolloid) are not optimal because they can 
cause allergic reactions and major costs in waste processing. Our strategy was to use near-infrared 
emitting nanoparticles for the mapping of SLN: indium-based Quantum Dots (QDs) and cyanine 7 
embedded in silica nanoparticles (SiNP). 

We investigated indium-based QDs, which are presumed to be less toxic than their cadmium-
based counterparts. Considering that SLN mapping is impaired if lymph nodes are invaded by 
metastatic cells, we therefore used a murine model of mammary carcinoma with lymphatic metastases. 
Metastatic cells did not influence the migration of QDs in the SLN since no difference in fluorescence 
intensity could be observed between healthy and metastatic SLN. The biodistribution study concluded 
that the major organs of retention were the injection point and lymph nodes whereas liver and spleen 
accumulated fewer QDs. The cytotoxicity tests demonstrated a weak in vitro toxicity of indium- 
compared to cadmium-based QDs. 

SiNP have been already used for tumor imaging but reports on the mapping of SLN with near-
infrared emitting SiNP are sparse. The benefits of the encapsulation of the hydrophobic near-infrared 
emitting fluorophore cyanine 7 included a better retention in the SLN and a reduced in vitro toxicity 
compared to free fluorophore. The in vivo toxicity in mice was followed during 3 months after 
injection and did not reveal any signs of general or hepatic toxicity. 

Both fluorescent nanoparticles are thus well adapted for the mapping of the SLN and could be 
a favourable substitute to the actually tracers. 

 

Key words: sentinel lymph node, near-infrared fluorescence imaging, indium-based Quantum Dots, 
silica nanoparticles, cyanine 

 


