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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), ¢’est-a-dire le premier ganglion de la chaine 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 ’injection d’un
colorant bleu et d’un colloide radioactif pour cartographier le GS, suivie par son exérese
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 a 1’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 cotiteuse, 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 lumiére dans les tissus par rapport aux
longueurs d’onde du domaine visible. Les nanoparticules fluorescentes présentent 1’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’¢tudier 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 premicere étude est essentiellement consacrée a 1’analyse de la migration des QDs a
base d’indium dans un modele orthotopique syngénique murin de carcinome mammaire, ou le
GS est envahi par les cellules métastatiques.

La seconde étude est principalement basée sur la toxicité et les avantages de
I’encapsulation d’un fluorophore - la cyanine 7 - dans une NPSi. Dans ces deux études, la
visualisation rapide du GS, la biodistribution et I’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 probléme majeur de santé publique puisqu’avec 53 000
nouveaux cas estimés en France en 2011, il se situe au premier rang des cancers incidents®
chez la femme et représente 33 % de 1’ensemble des cancers féminins . 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 a 12,1 % chez les femmes nées
en 1950 . 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 décés par an sur la période
2004-2008, ce qui correspond a 18,3 % des décés féminins par cancer ),

La principale cause de déceés des patients atteints de cancer du sein est liée a 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 ™. 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 *!. Cependant, des résistances se développent généralement dans I’année

6] De nouvelles

suivant sa mise en place limitant ainsi D’efficacité du traitement
immunothérapies a base d’anticorps anti-idiotypiques anti-HER2 sont aujourd’hui a 1’étude
pour amplifier, chez les patients surexprimant HER2, I'immunité contre ce facteur de
croissance et induire une réponse humorale "%,

Les facteurs de risque du cancer du sein peuvent étre classés en fonction de leur
caractere €vitable ou non. Les principaux facteurs de risque évitables sont la consommation
d’alcool ! et la prise prolongée (supérieure & 7 ans) d’une hormonothérapie substitutive a la

U0 D autres facteurs de risque, tels que le sexe (99 % des cancers du sein

[12]

ménopause

touchent les femmes)
10]

, l’age, une exposition accrue aux cestrogeénes naturels ou
synthétiques ' ou des mutations germinales des génes de susceptibilité du cancer du sein,

tels que BRCA-1 ou BRCA-2 !* ne peuvent étre évités.

a . J o ror 7 3
Incidence : Nombre de cas survenant durant une période (généralement, une année) et dans une population
concernée.
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2. Classifications des cancers du sein

i. Structure du sein

La fonction biologique du sein est de La structure du sein

produire du lait afin de nourrir un nouveau-né. clavicuts —

Chaque sein contient une glande mammaire et du R eeeerendpecen!

cite

. . . graisse
tissu de soutien comprenant des vaisseaux, des

muscle intercostal ——+

fibres et de la graisse (Figure 1). Chaque

aréole

mamelon

compartiment contient des lobules, qui - -

produisent le lait en période d’allaitement, et des = L

lobules

canaux qui transportent le lait vers le mamelon. . . 4
Figure 1 : Structure du sein

ii. Classification de lIOMS

La classification des cancers du sein en fonction de leur type histologique a ét¢ établie
par I’Organisation Mondiale de la Santé en 1981 ') et modifi¢e en 2003 '],

Les adénocarcinomes, tumeurs se développant aux dépens du tissu épithélial
glandulaire du sein, sont les tumeurs malignes les plus fréquentes (98 %). Ils se forment a
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

d (17
[17] " L’examen

maladie de Paget’, les tumeurs phyllodes® et les sarcomes
anatomopathologique d’un prélévement 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 1’American Joint Committee on Cancer
(AJCC) et ’Union for International Cancer Control (UICC) 7°™ édition (Tableau 1). C’est

aujourd’hui la classification internationale la plus utilisée.

® Maladie de Paget: Extension intra-épidermique mamelonnaire d'un adénocarcinome galactophorique sous-
jacent invasif ou non.

“ Tumeur phyllode : Néoplasme qui se forme a partir des cellules stromatiques périductales du sein.

4 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 étre évaluée
TO Tumeur primaire non palpable
Tis Carcinome in situ
Tis (CCIS) Carcinome canalaire in situ
Tis (CLIS) Carcinome lobulaire in situ
Tis (Paget) Maladie de Paget du mamelon sans tumeur
T1 Tumeur < 20 mm dans sa plus grande dimension
Tlmi Tumeur < 1 mm
Tla 1 mm < Tumeur < 5 mm
Tlb 5 mm < Tumeur < 10 mm
Tlc 10 mm < Tumeur < 20 mm
T2 20 mm < Tumeur < 50 mm
T3 Tumeur > 50 mm
T4 Tumeur, quelle que soit sa taille, avec extension directe
T4a Extension a la paroi thoracique
T4b Ulcération et/ou cedéme de la peau
T4c Association de T4a et T4b
T4d Carcinome inflammatoire

N : Ganglions lymphatiques régionaux

Stade clinique pré-thérapeutique

Nx Ganglions régionaux ne pouvant étre évalués
NO Pas de métastases ganglionnaires
N1 Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales mobiles
N2 Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales fixées de niveau I et I
N2a Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales fixées les unes aux autres ou a
d’autres structures
N2b Métastases homolatérales dans la chalne mammaire interne en 1’absence de
métastases ganglionnaires axillaires homolatérales cliniques
N3 Meétastases homolatérales dans les ganglions de niveau 111
N3a Métastases homolatérales des ganglions sous-claviculaires
N3b Métastases homolatérales des ganglions de la chaine ganglionnaire mammaire
interne et des ganglions axillaires
N3c Métastases homolatérales des ganglions sus-claviculaires
Stade anatomopathologique postchirurgical (pathologique)
pNx Ganglions régionaux ne pouvant étre évalués
pNO Pas de métastases ganglionnaires identifiées histologiquement
pNO(i-) Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie et IHC négatif
pNO(i+) Cellules tumorales dans les ganglions régionaux détectées par H&E ou ITHC
pNO(mol-) Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie et RT-PCR négatif
pNO(mol+) Pas de métastases ganglionnaires identifiées par histologie ou IHC mais RT-PCR +
pNI1 Micrométastases ou métastases dans 1 a 3 ganglions axillaires et/ou dans la chaine
mammaire interne
pN1mi 0,2 mm < Micrométastases < 2 mm
pNla Meétastases dans 1 a 3 ganglions axillaires, avec au moins 1 métastase > 2 mm
pN1b Métastases dans les ganglions de la chaine mammaire interne avec micrométastases
ou macrométastases détectées par biopsie du ganglion sentinelle
pNlc Métastases dans 1 a 3 ganglions axillaires et de la chaine mammaire interne avec
micro- ou macrométastases détectées par biopsie du ganglion sentinelle
pN2 Métastases dans 4 a 9 ganglions axillaires ou de la chaine mammaire interne
pN2a Métastases dans 4 a 9 ganglions axillaires
pN2b Meétastases dans les ganglions de la chaine mammaire interne en absence de
métastases dans les ganglions axillaires
pN3 Métastases dans 10 ou + ganglions axillaires et/ou de niveau III
pN3a Métastases dans 10 ou + ganglions axillaires ou dans les ganglions sous-claviculaires
pN3b Métastases dans les ganglions de la chaine mammaire interne avec un (ou plus)
ganglion axillaire positif
pN3c Métastases dans les ganglions sus-claviculaires
M : Métastases a distance
MO Pas de preuves cliniques de métastases a distance
cMO(i+) Pas de preuves cliniques de métastases a distance mais détection moléculaire ou

microscopique de cellules tumorales dans la circulation sanguine, la moelle osseuse ou les
ganglions lymphatiques non régionaux

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

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

Tableau 2 : Classification par stade UICC "’

0 Tis NO MO
T1 NO MO

A TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

1B T2 N1 MO
T3 NO MO

IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

I11B T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

IIIC Quel que soit T N3 MO
v Quels que soient T et N Ml

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

préférentiellement par la voie lymphatique.

B. Systéeme 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 a ce qui a pu étre démontré dans les
premiéres études de drainage lymphatique du sein %), le drainage axillaire n’est pas la seule
voie de drainage du sein: les ganglions pectoraux, de la chaine 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

. . . 21
dans les chaines mammaires (interne et externe) 2.
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Supraciavicular

Subclavicular | \f
-.\ / ’ !I |
Central axillary ___ g oyl

Internal

Subscapular \ 1! mammary

(posterior) | "
|-

Pectoral 1I
(anterior) |

Figure 2 : Drainage lymphatique du sein

A. Dénomination des différents ganglions lymphatiques
B. Etages I, II et III de Berg utilisés dans la classification TNM, Cmi : chaine mammaire interne, Sc : sus-
claviculaire .

[22]

2. Formation de la lymphe

La lymphe se forme a partir du liquide interstitiel, grace aux différences de pression
entre les capillaires sanguins, le milieu interstitiel et les capillaires lymphatiques
(Figure 3) **. La pression du sang dans les capillaires (Pc) tend 4 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 entrainées par le liquide vers
le milieu interstitiel. Ainsi, le liquide sortant des capillaires est semblable a du plasma
dépourvus de protéines. L’ultrafiltrat présent dans le milieu interstitiel est réabsorbé par les
capillaires sanguins grace a la différence de pression oncotique (7) favorable entre le plasma
et le milieu interstitiel. La sortie de liquide par ultrafiltration des capillaires sanguins étant
plus importante que la réabsorption, I’excédent de liquide filtré est capté par le systeme

lymphatique.

g —

e
I —_—

i S — -
| Passage dans les
lymphatiques
ni(10)

Pi(ll)

Figure 3 : Schéma des pressions régulant les échanges entre le plasma, le milieu interstitiel et la lymphe
(adapté de ')

Les mouvements d’eau sont modélisés par une double fléche. Les valeurs moyennes de pression sont précisées
entre parenthése en mm Hg, avec Pc : pression du sang dans les capillaires, Pi : pression du milieu interstitiel,
mc : pression oncotique du plasma, =i : pression oncotique du milieu interstitiel et @l : 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 cedémes® *°. Ce déséquilibre peut étre
li¢ a 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 *¥.

Le systeme lymphatique permet donc de récupérer I’excédent de liquide et les

protéines filtrées, mais il joue aussi un role dans la défense de I’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-claviére (Figure 4 A) *7\ Les capillaires
lymphatiques initiaux, dépourvus de valves intraluminales, sont composés par le
recouvrement de cellules endothéliales qui laissent des espaces de 10 a 25 nm entre les
cellules (Figure 4 B) (281 A Pextérieur des cellules endothéliales, des fibrilles d’élastine sont

attachées aux fibres de collagéne de la matrice extracellulaire >,

Endathelium
of lymphatic
capillary

Anchoring
filament

Tissue cell

Opening

Interstitial fluid

Lymph
node

Figure 4 : Organisation du systéme 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 ’intermédiaire du canal
thoracique dans la veine sous-claviére. Les vaisseaux collecteurs possédent 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 artéres et des veines %,

B. Représentation d’un capillaire lymphatique .

¢ (Edéme : Gonflement d'un organe ou d'un tissu di a une accumulation ou un excés de liquides dans le milieu
interstitiel.
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Les fenétres entre les cellules endothéliales peuvent donc étre élargies par les
mouvements, les massages ou la pression due a la présence d’un liquide, facilitant le passage
de la lymphe et des protéines interstitielles *'). La pression du liquide a I’intérieur des
capillaires lymphatiques provoque 1’accolement des cellules endothéliales et la fermeture des
orifices, empéchant ainsi la fuite de lymphe %,

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

interstitiel, par les contractions actives des vaisseaux lymphatiques ©°

, par la pression
interstitielle externe et par le péristaltisme li¢é au phénomene de contraction/relaxation des
muscles lisses et squelettiques ). Les capillaires lymphatiques étant clos a 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 a des facteurs de croissance produits par une tumeur, les vaisseaux
lymphatiques peuvent se dilater et se multiplier, facilitant ainsi le transport des cellules

1 La lymphe est transportée par les

métastatiques jusqu’aux ganglions lymphatiques |
vaisseaux lymphatiques jusqu’aux ganglions lymphatiques ou une réponse immunitaire peut

étre initiée si des substances étrangeres sont détectées.

4. Structure d/un ganglion lymphatique

Afferent lymphatic vessel

Les ganglions lymphatiques sont de \ \
petites structures en forme de haricot, (\__\{ /\\ \ e
généralement de taille inférieure a 2,5 cm Capsule ﬁ Y o
chez ’'Homme (Figure 5). Ils se répartissent Sinus ﬁf\-ﬁ .
le long des vaisseaux lymphatiques dans tout N

Efferent lymphatic vessel

I’organisme, a Dexception du systéme 3]

Figure 5 : Structure d'un ganglion lymphatique
nerveux central et des os.

Plusieurs vaisseaux lymphatiques afférents apportent la lymphe au niveau du ganglion
dans sa partie convexe. La lymphe traverse le ganglion a 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 étrangeres dans les
ganglions

Le ganglion lymphatique ne retient pas les particules étrangéres que par un simple
phénomene de filtre mécanique. Les particules qui sont reconnues comme étant étrangeres a
I’organisme subissent un phénomene 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 étre
phagocytées par les cellules du systeéme réticuloendothélial (SRE)f: les macrophages et les
histiocytes résidants dans les sinus ', La reconnaissance des nanoparticules nues par les
macrophages du SRE est effective en quelques secondes % Les macrophages n’identifient
pas directement les nanoparticules comme ¢étant étrangéres mais ils reconnaissent des
protéines spécifiques (fibrinogene, albumine, protéines du complément C3, C4, CS5,
immunoglobulines, ...) appelées opsonines qui se lient a leurs antigénes de surface 7). Une
fois liées a la surface des particules étrangeres, les opsonines passent d’une forme inactivée a
une conformation active, qui est reconnue par les récepteurs spécifiques des phagocytes %,
La derniere étape de I’élimination des particules étrangéres 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 a 5000 Da) pourront étre 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 **1. Cette rétention des particules étrangéres non
biodégradables dans ces organes peut étre a l’origine d’effets indésirables liés a leur
toxicité 7.

L(étude de la physiologie du systeme 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 llenvahissement métastatique du reste de

Ilorganisme et d(orienter les traitements post-chirurgicaux.

" Systéme réticuloendothélial : Systéme impliqué dans 1’élimination des corps étrangers de ’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 Kiipffer 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 premiére fois en 1960 dans

le cancer des glandes parotides [**). Par la suite, I’existence d’un GS a été démontré dans le

[ [43,44]

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

Le GS est défini comme le premier relai lymphatique drainant la tumeur et donc
pouvant étre potentiellement métastatique **! (Figure 6). Les autres ganglions de la chaine
sont appelés ganglions de second échelon.

Primary tumor

Sentinel nodes

Lymphatic .
collecting (57
vessels g
Initial lymphatics T

Second tier nodes

Figure 6 : Schéma définissant le ganglion sentinelle '**!

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 “°!. La progression des cellules tumorales se fait donc depuis le site
de la tumeur primaire vers les GS par ’intermédiaire des capillaires lymphatiques et des
vaisseaux collecteurs "), Une fois que les cellules tumorales se sont établies dans les
ganglions lymphatiques, elles peuvent se disséminer de facon séquentielle vers les ganglions
de second échelon puis vers la circulation systémique a travers les connections

lymphaticoveineuses [**].
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Les cellules tumorales sont capables de sécréter des facteurs induisant la
lymphangiogenése®, facilitant ainsi leur dissémination par la voie lymphatique “**). La
mobilité des cellules tumorales a I’intérieur de la matrice extracellulaire est possible grace a la
sécrétion par les cellules endothéliales lymphatiques d’enzymes protéolytiques, de cytokines
chimioattractives et grace a I’expression de récepteurs d’adhérence cellulaire [*%),

Certains facteurs morphologiques, biochimiques, physiopathologiques ou moléculaires
(volume tumoral, age du patient, grade tumoral, ...) peuvent étre prédictifs d’un

envahissement ganglionnaire “°*°",

3. Déroulement de la technique de biopsie du ganglion sentinelle

Dans un premier temps, des traceurs (colorant bleu et/ou radiocolloides) sont injectés
a proximité de la tumeur afin de visualiser le drainage lymphatique de la tumeur. Une
lymphoscintigraphie pré-opératoire permet de repérer les GS grace a leur radioactivité et de
marquer leur position sur la peau. La biopsie du GS est réalisée dans le méme temps
opératoire que I’exérése tumorale : lorsque le patient est anesthési¢ et prét a subir
I’intervention chirurgicale, le chirurgien ouvre le creux axillaire puis identifie les GS grace a
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 procéde qu’au retrait de la tumeur. En
présence de métastases ganglionnaires, le patient subi, en plus de la tumorectomie, un curage

axillaire, c’est-a-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’a I’avénement de la technique de biopsie du GS. Le retrait d’une grande partie de la
chaine ganglionnaire axillaire étant a 1’origine de nombreux effets secondaires (lymphoedéme,
troubles moteurs et sensitifs, douleurs, infections postopératoires...), elle a été abandonnée en
cas de GS non métastatiques afin de réduire la morbidité" spécifique au curage axillaire et
d’améliorer la qualité de vie des patients. Une étude multicentrique récente sur 985 patients a
démontré que le colt d’une biopsie du GS est significativement plus faible que celui d’un

curage axillaire 2.

¢ Lymphangiogenése : Développement et prolifération de nouveaux vaisseaux lymphatiques.
" Morbidité : Dégradation de 1’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 2.

I1 a été démontré des taux de récurrences axillaires ou locorégionales trés faibles voire

nuls lorsque le GS est négatif

], Pour des tumeurs de petite taille (inférieure a 2 cm), le
curage axillaire est inutile dans 70 % des cas puisque les ganglions non sentinelles sont
exempts d’envahissement métastatique °%. En revanche, dans le cas d’une tumeur de taille
supérieure a 3 cm ou en cas de multifocalité de la tumeur, le curage axillaire est fortement
recommandé °7°% S, 4 1a suite de I’injection des traceurs, aucun GS ne peut étre visualisé, le
curage axillaire est systématiquement réalisé, étant donné le risque important
d’envahissement des GS P!, En cas de GS positifs, des traitements supplémentaires peuvent
étre associés a la chirurgie : radiothérapie de la paroi thoracique et/ou de la chaine 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,

. ‘o 61
des traitements antéricurement regus, ... o1,

5. Intérét et recommandations de la technique du ganglion
sentinelle

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

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

28]

prévisible ¥ et les cellules métastatiques se disséminant de fagon séquentielle, les skip

métastases’ sont rares (< 5 %) 1. Ainsi, I’absence d’envahissement ganglionnaire peut étre

] Etant donné que le GS est le premier ganglion

prédite si le premier relai est indemne
rencontré par les cellules tumorales, le statut du GS est hautement prédictif du statut
lymphatique axillaire. L’intérét de connaitre le statut métastatique du GS réside dans le fait
qu’il est un indice de la progression métastatique de la maladie ** et le facteur pronostic le
plus important **%) La présence de métastases ganglionnaires est synonyme de récidives

[6

globales, locorégionales ou métastatiques 1Y et diminue de 40 % le taux de survie & 5 ans par

rapport aux patients indemnes de métastases [*>%1,
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) ..

" 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 %!

Situation clinique

Recommandation pour une

. *
Niveau de preuve

biopsie du GS
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
Non recommandé, sauf dans le
Carcinome canalaire in sifu sans mastectomie cas d’une taille > 5 cm ou d’une Insuffisant
microinvasion suspectée
Ganglions axillaires suspects, palpables Non recommandé Bon
Age avancé Acceptable Limité
Obésité Acceptable Limité
Cancer du sein chez I’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 Non recommandé Insuffisant
réduction du volume mammaire...)
Apres 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 succés 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 succes dans la localisation du GS.

La connaissance du statut métastatique du GS est essentielle lors de la prise de
décision thérapeutique post-chirurgicale [*’). Si le GS est envahi par les cellules métastatiques,
une deuxiéme intervention chirurgicale sera prévue afin de procéder a un curage axillaire
permettant ainsi de contrdler localement 1’extension de la maladie et de réduire sa progression
dans 1’organisme avec des traitements adjuvants appropriés % En revanche, si le GS se
révele étre sain, le creux axillaire est refermé et aucun autre geste chirurgical n’est réalisé.
L’exérese des GS se fait le plus souvent avant I’excision de la tumeur primaire puisque ce
geste peut provoquer une rupture du drainage lymphatique et entrainer un défaut de migration
des traceurs, une contamination du champ chirurgical ou I’identification de ganglions

lymphatiques qui ne sont pas de vrais GS ',
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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 I’ouverture des pores des capillaires lymphatiques permettant ainsi I’entrée du
traceur **. Le GS le plus proche de la tumeur n’est pas forcément le premier a apparaitre sur
une imagerie dynamique puisque plusieurs vaisseaux lymphatiques qui drainent une méme
région du corps peuvent présenter différentes vitesses de flux ',

Si les vaisseaux lymphatiques drainent différents ganglions, les premiers ganglions de
chaque chaine lymphatique seront considérés comme des GS, quel que soit le délai nécessaire
a 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 grace au colorant bleu ',

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 ®®. L’identification du GS par un colorant bleu a été effectuée
pour la premiére fois en 1994 avec une dose comprise entre 3 et 5 mL de bleu isosulfan chez
des patientes atteintes de cancers mammaires. Aprés incision de la peau, les vaisseaux
lymphatiques bleus ont pu étre suivis jusqu’aux ganglions bleus, ce qui a permis d’identifier
66 % des GS. Un curage axillaire réalisé apres la biopsie du GS a permis de déterminer un
taux de faux-négatifs de 12 % “Y. Le bleu de méthyléne a également été utilisé pour le
repérage du GS, avec des taux d’identification semblables a ceux obtenus avec le bleu
isosulfan [,

En France, seul le bleu patenté V 2,5 % est autorisé pour la biopsie du GS. Cette
molécule, isomere du bleu isosulfan, posséde plusieurs dénominations (alphazurine 2G, sulfan
blue, sulphane blue, patent blue, patent blue violet ou patent pure blue) et il a démontré une

[70

efficacité équivalente a celle du bleu de méthyléne "". Ce colorant n’étant pas visible a

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

changement du signal d’absorption des tissus "'/,
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Apres injection, ces colorants se lient aux protéines telles que I’albumine et sont

[72]

absorbés par les lymphatiques “'“'. Ces trois colorants sont cependant a I’origine d’effets

secondaires non négligeables ™!, Les premiers cas de réponses anaphylactiques au bleu
patenté V durant une lymphographie ont été rapportés en 1966 . Depuis, des réactions
allergiques (urticaire, éruptions cutanées, érythémes, épisodes hypotensifs ou encore chocs
anaphylactiques) ont réguli¢rement été recensées suite a I’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

déceés liés a un choc anaphylactique au colorant bleu ont également été rapportés U7,

L’utilisation fréquente de ce colorant dans 1’alimentation (E 131), les cosmétiques, les textiles

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

[78]

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

[

d’oxymétrie en modifiant les caractéristiques d’absorbance du plasma " et provoquent une

coloration bleue de la peau qui peut persister jusque 1 an aprés I’injection 4,

ii. Radiocolloide seul

En 1993, I’équipe de Krag est la premicre a publier des résultats de biopsie du GS
avec une technique isotopique seule. L’injection de 0,4 mCi de colloides sulfurés marqués au

technétium 99 métastable (*°™

Tc) en péri-tumoral a permis de repérer les GS « chauds » a
I’aide d’une gamma-caméra portative chez 18 patients sur 22 1. Par la suite, cette méme
équipe a dirigé une étude multicentrique de biopsie du GS par radiotraceurs avec 443 patients
et 11 chirurgiens ®**). Le statut du GS a été comparé a celui du reste du bassin lymphatique
grace a un curage axillaire systématique. Les taux d’identification et de faux-négatifs étaient
respectivement de 93,8 % et 11,4 % (831,

D’autres types de radiocolloides peuvent étre injectés : aux Etats-Unis et au Japon, le
repérage du GS se fait a I’aide de colloide sulfurés, d’étain ou de phytate marqués au

99mre B4 on Australie, le marqueur radioactif le plus utilisé est le trisulfure d’antimoine

99m, [86]

marqué au alors qu’en Europe, il s’agit des nanocolloides d’albumine humaine

99m ®) [85]

marquées au * " Tc (Nanocoll®) ou de sulfure de rhénium marqués au **"Tc (Nanocis

Apres injection, les radiotraceurs migrent dans les canaux lymphatiques puis sont
phagocytés par les cellules histiomonocytaires présentes dans I’espace sinusoidal [’
L’administration peut se faire le jour méme ou la veille de I’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’intérét BY,
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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 *”). La position
des ganglions drainant le sein peut étre repérée sur la peau a 1’aide de la lymphoscintigraphie,
facilitant ainsi la détection du GS au moment de I’intervention chirurgicale et réduisant la
taille de I’incision en regard de la marque "**). En I’absence de visualisation d’un GS en
scintigraphie, la possibilité d’un envahissement ganglionnaire doit étre suspectée.

I est a noter que certaines ¢études n’ont pas démontré D'intérét de la
lymphoscintigraphie préopératoire dans 1’augmentation de I’identification du GS ou la
réduction des taux de faux-négatifs et concluent a I’inutilité de cette technique, qui augmente
de facon significative les cofits de ’intervention %%,

Au moment de I’intervention, le repérage isotopique se fait & 1’aide d’une sonde
peropératoire d’abord & travers la peau puis dans le creux axillaire aprés incision ">, Aprés
prélevement des ganglions « chauds », la radioactivité de 1’aire ganglionnaire est mesurée afin
de s’assurer que son activité résiduelle est conforme a celle du bruit de fond ou au moins
inférieure 4 10 % de activité maximale du GS ex vivo 7",

Les niveaux de radiations délivrés aux professionnels de la santé sont faibles : les
doses les plus élevées sont regues par le médecin nucléaire mais elles restent plus de 1 000

2 La courte demi-vie du *™Tc

fois inférieures a la limite annuelle admissible pour le public
(6 heures) rend possible une réduction de I’activité au niveau du site d’injection d’un facteur
10 le lendemain de I’injection.

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

du GS a été évaluée a 582 € en moyenne par patient

. Elle nécessite également
ri . , 1 L . , o 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 a proximité du centre de soin.

iii. Combinaison des deux techniques

Les défenseurs de la technique du colorant bleu seule argumentent en faveur du faible
colit de cette méthode comparé¢ a la complexité et au surcolt liés a 1’utilisation des
radiocolloides et d’une caméra de détection peropératoire. Les partisans de la technique du
radiocolloide 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 ©*7),
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L’utilisation de la technique combinée (colorant bleu + radiocolloide) a été décrite
pour la premiere fois en 1996 et a montré un taux d’identification supérieur (92 %) et un taux
de faux-négatifs inférieur (0 %) a ceux retrouvés avec les techniques simples *!. 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 [,

Cette technique est aujourd’hui fortement recommandée car elle est la plus sire, la
plus confortable pour le chirurgien et elle permet de réduire la phase d’apprentissage °*°"\. La
plupart des équipes pratiquant la biopsie du GS injectent le radiocolloide la veille de
I’intervention et réalisent une lymphoscintigraphie préopératoire entre 2 et 3 heures apres
I’injection 2. Immédiatement aprés 1’injection, le site est massé afin de faciliter le drainage
lymphatique %%,

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

micrométastases d’origine traumatique °°

, 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 I’intervention, le colorant bleu physiologique est injecté en
périaréolaire entre 5 et 15 minutes avant I’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
I’anatomopathologiste qui analysera les GS. De plus, afin de faciliter 1’organisation et la
planification, il est souhaitable que ces trois acteurs soient sur des sites géographiquement

proches 1,

3. Facteurs affectant llidentification du ganglion sentinelle

La technique du GS présente un trés bon taux d’identification mais il arrive que, dans
certains cas, le GS ne soit pas visualisé. Il est important de connaitre les parametres 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 étre
modifiées, certains paramétres d’injection peuvent €tre corrigés afin d’obtenir de meilleurs

taux d’identification.
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i. Caractéristiques liées au patient

L’age avancé des patients est associ¢ a 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 "%, 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 4 diffuser dans le tissu graisseux !,

Ce probléeme est également rencontré chez les patients présentant un fort indice de
masse corporelle (IMC) 1192 En cas de réussite de la procédure chez des femmes ayant un
fort IMC, le nombre moyen de GS extraits est toutefois inférieur a celui obtenu pour des
femmes ayant un IMC moyen "),

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 a ceux obtenus pour les autres localisations, grace a la faible distance a
parcourir par les traceurs de la tumeur jusqu’a la région axillaire %%,

L’essai clinique ALMANAC (Axillary Lymphatic Mapping Against Nodal Axillary
Clearance) s’est intéressé, entre autres, a 1’effet d’une invasion métastatique du GS sur sa

(1931 "1 *obstruction des lymphatiques par les cellules tumorales ou I’invasion

visualisation
tumorale extra-ganglionnaire peut empécher la migration des traceurs jusqu’au GS et générer
des résultats faux-négatifs (Figure 7).

’ .

Tracer volume

Afferent ymphatic  —p g Efferant lymphatic
* Tumour
B Tumour blocking the flaw fram

afferent lymphatic

Afferent ymphatic % % Efferant lymphatic

C Tumour blocking the flow

from afleran ymphatic
Affarant wmphatic ﬁ"/? % Efferent lymphatic
i >

Extranadal invasion

Figure 7 : Modéle d'invasion métastatique et flux lymphatique associé (103]

Lors de I’envahissement du ganglion lymphatique par les cellules métastatiques, le volume résiduel accessible au
traceur est réduit. (A) A ce stade, I’échec de visualisation du GS n’a pas lieu. Lorsque le flux des traceurs a
I’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 particulie¢rement a
partir de 4 ganglions positifs), le taux de succes de la visualisation du GS par
lymphoscintigraphie diminue !"*". Le flux lymphatique peut étre détourné vers des ganglions
non sentinelles qui n’ont pas encore regu de cellules métastatiques, occasionnant un résultat
faux-négatif ['*>'%! L ’utilisation du colorant bleu se révéle étre trés intéressante dans ce cas
puisque le chirurgien peut alors suivre le vaisseau lymphatique bleu jusqu’a un ganglion non
coloré. Le blocage du colorant a I’entrée du ganglion est alors synonyme d’envahissement
métastatique et ce ganglion doit étre considéré comme sentinelle, malgré 1’absence de

[102,107

coloration ] 11 est également recommandé de palper le creux axillaire ouvert a la fin de

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

ii. Caractéristiques liées a linjection

Site d’injection

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

péritumoral - Figure 8) en fonction des équipes.

Subdermal Injectionjintra-tumour Injection § Peri-tumour Injection

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

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

43441 " Ce mode

injecté les traceurs dans le parenchyme entourant la tumeur mammaire
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 a 29 %) avec ce type d’injection '°®. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que le réseau des lymphatiques profonds dans le
sein est pauvre et souvent non prévisible 7). 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 probléme 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, ’injection péritumorale de traceurs radioactifs peut masquer le ganglion
axillaire se trouvant a proximité ['®). En cas de tumeur non palpable, ’injection péritumorale
des colloides 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
I’origine embryonnaire ectodermique commune du parenchyme mammaire et de la peau sus-

110

jacente, a ’origine d’un systéme lymphatique commun, le plexus de Sappey !''. Cette

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

" Ta densité des vaisseaux lymphatiques dans la peau

radioactif injecté en péritumoral !
étant supérieure a celle du parenchyme mammaire, les traceurs injectés y sont transportés plus
rapidement !''%). La voie d’administration sous-cutanée présente de nombreux avantages par
rapport a I’injection péritumorale. Tout d’abord, le degré de radioactivit¢ dans les GS est
supérieur de 5 a 7 fois apres une injection sous-cutanée comparé a une injection péritumorale,

2] Ta durée de transit du site d’injection vers le creux

facilitant ainsi leur identification
axillaire étant plus court, le temps entre ’injection sous-cutanée et la biopsie du GS est
compris entre 30 et 60 min, alors qu’il est de plusieurs heures a la suite d’une injection
péritumorale ™. Concernant les problémes de masquage du GS en cas de tumeurs du
quadrant supéro-externe, la peau au niveau du site d’injection peut étre déplacée afin
d’augmenter la distance entre le site d’injection et la région axillaire ). Néanmoins,
I’inconvénient de cette voie d’injection réside dans le fait que le drainage vers des ganglions
non axillaires ne peut pas étre mis en évidence *”). Afin de régler le probléme d’injection 1ié
aux tumeurs non palpables, I’injection sous-aréolaire a été fortement étudiée puisque le réseau
de vaisseaux lymphatiques de la région aréolaire est tres riche. Il a ét€ montré que le drainage
de colloides radioactifs injectés en sous-aréolaire coincidait avec le drainage du colorant bleu

injecté en péritumoral '

[114

et c’est, & ce jour, la voie d’injection de prédilection retenue par la
plupart des équipes !''*. 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 phénomenes de masquage du GS.

Volume de traceurs injecté

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

[115

pour les colloides radioactifs et de 0,5 4 7,5 mL pour les colorants bleus "), 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 a 3 mL a des

volumes supérieurs & 8 mL, les taux d’identification du GS varient de 56 % a 100 % "], Les

(87]

inconvénients liés a 1’utilisation de tels volumes sont des douleurs a I’injection et une

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

proches *711],

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

physiologie normale des tissus environnants !'®

[117

, de ne pas provoquer de collapse des
vaisseaux lymphatiques """ et de ne pas visualiser des ganglions non sentinelles, mais les
taux d’identification peuvent étre assez faibles (entre 85 % et 91 %) *). Néanmoins, il
semblerait que le facteur principal expliquant les différences d’identification dans 1’étude
citée précédemment soit 1’expérience de 1’équipe chirurgicale puisque les volumes injectés
aux patients n’ont pas ¢été randomisés et les taux d’identification augmentent avec le nombre

. . r 1 1 11
d’interventions réalisées '],

Période d’apprentissage de 1’équipe

Avant d’abandonner la technique du curage axillaire, il est nécessaire que 1’équipe soit
correctement formée a la technique du GS d’un point de vue théorique et pratique. En effet,
une amelioration des taux d’identification et de faux-négatifs a ét¢ démontrée lorsque
I’expérience du chirurgien augmente "', Ainsi, pour les 30 & 40 premiéres techniques du GS
effectuées par un chirurgien, il est recommandé de procéder a un curage axillaire
systématique afin de valider de bons taux d’identification et de faux-négatifs P*'"*\. Si, au
bout des 30 ou 40 premiers cas, le taux d’identification est supérieur a 90 % et le taux de
faux-négatifs inférieur a 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 [*%!,

C. Examen anatomopathologique du ganglion sentinelle

Alors que I’intervention chirurgicale se poursuit au bloc opératoire avec la
tumorectomie, les GS, apres exérése, 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 ’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 a 3 ganglions contre 10 a 15 en cas de curage axillaire, ce qui permet une analyse plus
ciblée %1, La technique utilisée doit étre 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 1léexamen par coupes histologiques

La méthode classique de détection des cellules métastatiques dans le ganglion repose
sur ’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 [ En peropératoire, I'utilisation de coupes congelées ou par apposition permet de
rendre le résultat trés rapidement. Si aucune cellule métastatique n’est détectée, 1’opération
chirurgicale est arrétée apres la tumorectomie, mais des examens complémentaires sont requis

%1 Pour cela, les GS prélevés sont fixés puis inclus en

afin de confirmer le diagnostic |
paraffine et les coupes sont colorées par HES. Si le GS négatif a ’examen extemporané se
révele étre 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 apres
la biopsie du GS, ce qui peut retarder la mise en place des traitements adjuvants et étre
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’antigeénes
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 2!

et sont considérées comme de bons marqueurs de
I’envahissement métastatique des ganglions lymphatiques '*?. 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 1’épithélium

23] Comparé a la coloration HES, I’avantage majeur de cette technique réside

[124]

mammaire
dans sa trés bonne sensibilité 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 a 0,2 mm) qui n’étaient pas visibles apres coloration HES.
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Cependant, cette sensibilité peut étre un inconvénient puisque les taux élevés de
détection des cellules métastatiques par la technique IHC sont a I’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 a
1 %, mais elle est préconisée dans les cas de carcinomes lobulaires ou les cellules tumorales
ressemblent fortement a des cellules lymphoides .

L’impact des micrométastases et des cellules isolées dans le GS sur les métastases a
distance est trés controversé. Le risque d’envahissement des ganglions non sentinelles peut
atteindre 20 a 35 % en cas de micrométastases dans le GS, mais il n’est que de 10 a 15 % en

[125.126] '1>ASCO recommande donc un curage axillaire en cas de

cas de cellules isolées
découverte de micrométastases dans le GS ! mais pas en cas de cellules isolées. Certains
auteurs préconisent une position attentiste, aprés 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 I’inconvénient majeur de ce type d’analyse puisque des métastases de
petite taille peuvent ne pas étre repérées. En diminuant I’intervalle entre les sections, on réduit
le risque de faux-négatifs li¢ a une investigation limitée du GS mais le nombre de lames
histologiques et donc le temps consacré a I’examen par le pathologiste augmente en
conséquence ['*7). L analyse du GS par biologie moléculaire a émergé ces derniéres années et
pourrait avantageusement remplacer les techniques actuelles de diagnostic peropératoire du
GS. Cette technique présente I’avantage d’étre hautement sensible, d’analyser I’intégralité du
GS et de permettre un rendu rapide du diagnostic ['**),

La détection des métastases apres solubilisation d’une partie ou du GS entier se base
sur ’amplification de ’ARNm de la CK19 et présente une excellente corrélation avec les
examens histopathologiques conventionnels '**'*°), Plusieurs études portant sur la recherche

122,129,131

des marqueurs idéaux des métastases du cancer du sein ont été publiées | 1. Alors que

[122,131]

certains articles préconisent I’utilisation de marqueurs multiples , pour d’autres, la

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

129,130

par exemple) a la CK19 seule | I La positivit¢ 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 .
Ainsi, en cas de dysfonctions techniques de I’analyseur, I’intégralité du GS ne sera pas perdue
et le diagnostic pourra étre posé a 1’aide des coupes histologiques *”. Le délai nécessaire
pour le rendu du diagnostic par OSNA, de la préparation du GS a la fin de ’analyse, varie en
fonction du nombre de ganglion : de 22 min pour 1 GS a 46 min pour 4 GS dans les centres
familiarisés avec cette technique .

Les avantages d’un examen OSNA en peropératoire sont multiples et concernent
I’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 systeme est en grande partie automatisé et de supprimer les
variations subjectives entre pathologistes par 'utilisation de caractéres objectifs ['"**. Pour les
patients, 1’avantage réside dans la dispense d’une deuxiéme opération chirurgicale en cas
d’indication de curage axillaire et enfin, pour I’hopital et les chirurgiens, ce systéme permet
de libérer des lits et d’optimiser 'utilisation du bloc opératoire ['*13.

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

11291 Cependant, la technique

capable de renseigner sur la taille des foyers métastatiques
OSNA semble étre actuellement la technique la plus sensible qui donne un diagnostic sir et

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

La technique de biopsie du GS est aujourd'hui grandement utilisée pour le
diagnostic des métastases ganglionnaires du cancer du sein griace a 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 llimagerie 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 a 1I’émission de lumiére par une molécule (un fluorophore)
suite a son excitation liée a I’absorption d’un photon. Le spectre d’émission d’un composé
dépend de sa structure chimique et du solvant dans lequel il est dissout **/.

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 (probabilit¢é qu’un fluorophore absorbe un photon d’une certaine longueur d’onde
dans un certain solvant) permettent de définir 1’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 1’absorption et 1’émission de
lumiére peuvent étre illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 9). Les états singulets
sont notés Sy (état fondamental), S; et S, (états excités), et seul le premier état triplet excité
(T)) 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 : 1’état fondamental (Sy). Suite a 1’absorption d’une énergie lumineuse, le
fluorophore occupe un état excité (S; ou S,) instable de haute énergie (Figure 9). Rapidement,
le fluorophore transfére I’exceés d’énergie vibrationnelle aux molécules de solvant les plus

proches par collision.
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Le systéme évolue ensuite de 1’état S, a 1’état S; via des conversions internes. A partir
de I’état S, la molécule excitée peut retourner a son état fondamental Sy par un mécanisme de
conversion interne (émission de chaleur) ou par I’émission d’un photon (fluorescence)
(Figure 9). L’¢énergie de ce photon correspond a I’intervalle entre 1’énergie de 1’état
fondamental Sy et celle de 1’état excité S;. 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 intersystémes conduisant le systéme a un

état triplet T}, responsable de 1’émission de phosphorescence.

B. Avantages et inconvénients de llimagerie 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 a 1’étude. Les avantages de 1’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 **. 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

(1331 Le principal inconvénient de I’imagerie est li¢ a la faible profondeur de

de fluorescence
pénétration de la lumicre dans les tissus. Cependant, cet obstacle peut étre 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 lumiére de 1 a 2 em (Figure 10) ") 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 1’imagerie de fluorescence est dii a sa forte sensibilité : la plupart des

systémes d’imagerie optique peuvent détecter de tres faibles quantités de fluorophores (de

I’ordre de la picomole).
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Figure 10 : Absorption de la lumiére dans un tissu normalement oxygéné >

Hb : Hémoglobine, HbO, : Oxyhémoglobine

Les photons de longueurs d’onde supérieures a 900 nm, quant a eux, sont fortement
absorbés par 1’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 I’infrarouge dans un contexte clinique de cartographie du GS %,

Les limitations de I’imagerie de fluorescence sont liées aux problémes de propagation
de la lumiére dans les tissus. Pour la visualisation de structures profondes par imagerie de
fluorescence, le signal détecté en surface est d’autant plus atténué que 1’organe d’intérét 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’avére difficile "%,

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 a une source de
grande taille contenant de faible concentration en fluorophore située a proximité de la surface

(Figure 11).

. Diffuse medium

Figure 11 : Variation de la profondeur et de la quantité de fluorophores d'une source fluorescente
résultant en un signal identique en surface "**
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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 ['**),

Les problémes de quantification sont

liés au fait que le transport de la lumiere dans

miliew.air

les tissus n’est pas linéaire: les photons mileu 1 : \ ‘
réfaction {,_,,diﬁusion
peuvent étre absorbés, diffusés, réfléchis ou avsorton g A
réfractes (Figure 12). Figure 12 : Phénoménes affectant la propagation

de la lumiére dans les tissus biologiques

Les deux phénoménes majeurs qui régissent la propagation de la lumiére dans les
tissus biologiques sont la diffusion et I’absorption. Ces événements sont déterminées

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

[135

tissu '**). Les principaux constituants des tissus responsables de 1’absorption de la lumiére

sont I’hémoglobine pour les longueurs d’onde visibles et 1’eau dans le domaine infrarouge.

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

coefficients d’absorption trés élevés pour des longueurs d’onde inférieures 4 600 nm 3.
Durant sa propagation dans les tissus,

la lumicre est déviée de sa trajectoire initiale

—

de nombreuses fois a cause de la présence B

d’¢léments diffusants. Aprés une courte

distance (~ 1 mm), la lumicre se propage dans . ) .
Figure 13 : Modéle de propagation de la lumiére

toutes les directions de I’espace (diffusion dans un milieu absorbant et diffusant "'**

isotropique) et rencontre de nombreuses

molécules absorbantes (Figure 13).

I1 s’ensuit donc une diminution rapide de I’intensité lumineuse avec 1’augmentation de

la distance entre la source et le détecteur de la fluorescence !>,

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 colteuse d’imagerie de fluorescence permettrait de guider la
chirurgie en temps réel. Etant donné que les longueurs d’onde de I’infrarouge sont invisibles a

’ceil humain, il est indispensable de recourir a une instrumentation pour les visualiser.
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C. Différents systemes d'imagerie de fluorescence infrarouge

Il existe actuellement plusieurs systeémes d’imagerie de fluorescence infrarouge

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

ou la perfusion d’un organe. Les caractéristiques des principaux systémes a 1’étude pour la

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

Tableau 4 : Systémes d'imagerie de fluorescence infrarouge commercialisés

n.m. : non mentionné

Nom Spy” Photodynamic Eye IC View
Fabricant, Novadaq Technologies, Hamamatsu Photonics, Pulsion Medical Systems,
Pays Canada Japon Allemagne
A excitation 806 nm 760 nm 780 nm
Puissance .
“ 2,0 W en sortie n.m. 0,16 W
du laser
Dimension
du champ de | 56 cm® n.m. n.m.
vision
Dist . . s
téiz 2n(t:ie e/ Caméra portative placée a
Jone puq 30 cm environ 20 cm de la zone Caméra portative
dintérét dintéret
A émission 830 nm < 820 nm > 820 nm
T . . . . . .
Utrialliczseél;rs Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine
Applications | - Revascularisation des - Biopsie du GS - Biopsie du GS
coronaires apres greffe - Perfusion périphérique des | - Chirurgie viscérale
- Différenciation tissu sain / tissus et des organes - Perfusion des tissus greffés
tissu tumoral - Chirurgie viscérale - Angiographie
Photo du
systéme
1:téte obtique contenant le laser et
la caméra, 2 : moniteur,
3 : unité centrale, 4 : laser
Reéferences | 1201401 RE3N] [142]
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Tableau 4 (suite)

zone

Nom Fluobeam FLARE Mini-FLARE
Fabricant, Fluoptics, Beth Israel Deaconess Beth Israel Deaconess
Pays France Medical Center, USA Medical Center, USA
_— Lumiére blanche + Lumicére blanche, Lumicére blanche,

excitation 690 nm ou 780 nm 670 nm et 760 nm 670 nm ou 760 nm
Puissance 3 mW em? 4 mW.cm™ (exc. 670 nm), 1 mW.cm? (exc. 670 nm),
du laser ) 14 mW.cm™ (exc. 760 nm) 7 mW.cm™ (exc. 760 nm)
?&Tﬁ:ﬁonde Zoom ajustable de 12x 9 em

.. P Systéme portatif ; champ de 22x1,7cmal5x11,3cm
vision o

- 6 cm de diametre lorsque la
Distance A P
ot tiaue/ téte est placée a 15 cm de
cte ophique’ | gistance 45 cm 32 cm

d’intérét
3 filtres bande passante :
A amisson > 700 nm ou > 800 nm 400650 nm, 689-725 nm, 800-848 nm
Traceurs Quantum Dots, IRDye - . T 1A
utilisés 800CW, AngioStamp” Vert d’indocyanine, bleu de méthyléne, Quantum Dots
Applications | - Biopsie du GS
- Visualisation des marges - Biopsie du GS
tumorales - Imagerie vasculaire : perfusion cardiaque, angiographie des
- Différenciation tissu sain / coronaires
tissu tumoral
Photo du -
systéme
Références 1]

Alors que le systétme SPY  de Novadaq est déja approuvé par la FDA pour les

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

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

en recherche expérimentale '*). Ces imageurs permettent de collecter les photons émis par

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

portant sur I’imagerie infrarouge du systeme lymphatique, 1’agent de contraste dans le proche

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

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

les propriétés peuvent étre finement adaptées a I’imagerie proche infrarouge sont aujourd’hui

a 1’étude en

recherche expérimentale.

40




Synthése bibliographique

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 étre compatibles avec leur migration rapide et leur fixation au
ganglion avec une haute affinité et une forte spécificité. Pour pouvoir étre 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 a la visualisation du GS.
Le traceur doit également étre 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 a chaque
patient, les caractéristiques du traceur telles que sa taille et sa chimie de surface peuvent étre
modulées afin de répondre a ces critéres de migration. Il est préférable également que les
traceurs utilisés soient rapidement éliminés de 1’organisme et ne s’accumulent pas dans un

organe.

1. Taille des particules du traceur

La taille des particules est I’une des caractéristiques régissant leur capacité migratoire
dans le systéme lymphatique. Pour pouvoir entrer dans les capillaires lymphatiques, les
particules doivent étre de taille inférieure a celle des pores entre les cellules endothéliales.

Les particules de trés petite taille comme le colorant bleu (5 nm) ou les colloides
d’antimoine trisulfide (3 a 12 nm) peuvent traverser les jonctions interendothéliales de 10 a
25 nm et rejoindre rapidement le GS % L’inconvénient de ces petites particules réside dans
leur diffusion rapide dans les tissus, ce qui conduit 4 une mauvaise définition du GS "%, 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 étre marqués comme le GS [''%),

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 quantit¢ dans le GS que les mémes
nanoparticules de 50 nm de diamétre 47!,

Les plus grosses particules (de 100 a 1 000 nm), quant a elles, montrent des difficultés
a migrer dans la matrice interstitielle ®') et entrent en petite quantité et plus lentement dans les

vaisseaux lymphatiques "',
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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 méme que ces
grosses particules ne migrent pas du site d’injection ',

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 M. La
variation en taille des traceurs se traduit par des différences de temps de migration optimal
dans le GS : entre 5 et 15 min apres injection du colorant bleu, entre 21 et 60 minutes aprés
injection de particules filtrées de radiocolloides (de 7 a 50 nm) et entre 61 a 240 minutes apres
injection de particules non filtrées (de 100 & 1 000 nm) ©*71,

La taille des nanoparticules est un facteur important influencant la biodistribution et
I’excrétion du traceur. Le rein agissant comme un filtre, les nanoparticules de taille inférieure

[149,150

a 5,5 nm peuvent étre ¢éliminées par la voie urinaire | En revanche, les plus grosses

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

[149,151-154]

du foie et de la rate ou bien sont excrétées par la voie hépatobiliaire, si les

155,156

nanoparticules entrent dans les hépatocytes | ] Au dela d’une taille de 5,5 nm, aucune

différence de biodistribution ou d’excrétion n’est observée avec 1’augmentation de taille des

: 157,1
nanoparticules """,

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 étre adoptées afin de rendre ce composé soluble dans les milieux aqueux.
La technique la plus utilisée actuellement consiste a incorporer le composé non polaire dans
une micelle de polymeéres amphiphiles afin de pouvoir '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 a leur charge et a leur

hydrophobicité !¢,
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Ainsi, le taux de drainage des particules du point d’injection jusqu’aux ganglions et
leur distribution dans le systéme lymphatique dépend fortement du potentiel zéta' (¢) 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
¢lectrique 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 7. 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

147]

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 ['"%'%7),

La charge électrique de surface d’un traceur sous forme nanoparticulaire influence
fortement 1’opsonisation des nanoparticules, ce qui impacte leur élimination par le SRE. Les
nanoparticules chargées présentent, a cause de 1’augmentation de 1’adsorption des protéines
plasmatiques, un taux de capture plus élevé que les nanoparticules neutres !4%162-164]

La charge de surface permet également de prédire la stabilité des nanoparticules : un
potentiel { inférieur a - 25 mV ou supérieur a + 25 mV rend les nanoparticules fortement
chargées, ce qui assure leur stabilité colloidale dans 1’eau grace aux forces de répulsions

163

¢lectrostatiques entre particules 6] Dans Iintervalle [- 25 mV ; + 25 mV], la stabilité

colloidale dans I’eau n’est pas assurée.

iii. PEGylation

Afin d’échapper a la reconnaissance par le SRE, des groupements chimiques peuvent
étre greffés a la surface des nanoparticules afin de retarder leur opsonisation. La diminution
de I’opsonisation du traceur réduit sa capture par le SRE et en particulier sa rétention dans le
foie et la rate.

Le poly(éthyléne glycol) (PEG) est le groupement le plus efficace et donc le plus
utilis¢ afin de retarder 1’opsonisation des particules mais d’autres groupements tels que les
polysaccharides, 1'alcool polyvinylique ou encore les poloxameres peuvent aussi Etre
employés **. Le PEG est un polymére faiblement toxique, non immunogéne et approuvé par

la FDA pour une utilisation clinique "%,

J Potentiel zéta : Charge électrique qu'une particule acquiert grice aux ions qui I’entourent en solution.
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Les groupements PEG constituent une barri¢re stérique réduisant les interactions non
spécifiques avec les protéines et ainsi 1’opsonisation . La répulsion des protéines par les
groupements PEG greffés a la surface des nanoparticules serait liée a leur conformation **!,
La conformation des chaines de PEG a la surface des nanoparticules est variable en fonction
de la densité de greffage des polymeres : une faible densité laisse une grande amplitude de
mouvement aux groupements PEG, qui se disposent en une conformation « champignon »
(Figure 14 A), alors qu’a forte densité, la mobilité restreinte des PEG est responsable d’une

conformation « en brosse » des chaines de PEG (Figure 14 B) L1671,

):'

Ty
r ’ é % ¢

Figure 14 : Représentation schématique des chaines de PEG a la surface dune nanoparticule

A : conformation "champignon" a faible densité de greffage, B : conformation en "brosse" a forte densité.

[167]

Il semblerait qu’une conformation intermédiaire entre « champignon » et « brosse »
des chaines de PEG a la surface des nanoparticules soit la plus adaptée pour éviter les trous
entre les chaines permettant 1’adsorption des protéines et une conformation trop rigide
empéchant sa flexibilité. La longueur des chaines de PEG peut également étre ajustée afin de
réduire 1’opsonisation. La quantité de protéines adsorbées sur les nanoparticules peut étre
réduite de moitié en augmentant la longueur de la chaine faisant passer la masse molaire du
PEG de 2 000 a 5 000 kDa. Les groupements PEG de faibles masses molaires ne seraient pas
efficaces dans la répulsion des protéines a cause de la flexibilité limitée des courtes chaines de

38168 Epn revanche, au-dela de

PEG et de la faible épaisseur de la couche protectrice
5000 kDa, aucune diminution de 1’adsorption des protéines plasmatiques n’a pu étre mise en
évidence . Comparé a des nanoparticules « nues », les nanoparticules pegylées présentent
une biodistribution totalement différente : le temps de circulation des nanoparticules dans le
sang est fortement augmenté et ’accumulation dans le foie est nettement ralentie pour les

[168

nanoparticules pegylées ') Cette caractéristique est particuliérement importante pour la

visualisation des GS puisque 1’augmentation de la rétention par le SRE réduit la capture des
nanoparticules par les ganglions lymphatiques !°').

En augmentant la densité¢ et la longueur des chaines de PEG a la surface des
nanoparticules, leur opsonisation peut ainsi étre réduite, permettant une augmentation de leur

. . . . I . 151,152,1
temps de circulation dans 1’organisme et une meilleure séquestration par les GS 1321681
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Cependant, 1’augmentation de la longueur des chaines de PEG accroit 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 mémes nanoparticules dotées de PEG 2 000 kDa circulent plus longtemps dans le
sang et sont éliminées plus lentement (1 h) '), Néanmoins, le taux d’excrétion urinaire est
toujours plus important pour les nanoparticules pegylées que pour les nanoparticules non
pegylées "2, 11 est important de noter que la longueur des PEG joue également un réle sur le
potentiel { des nanoparticules : les nanoparticules pourvues de PEG 250-COOH sont chargées
négativement & pH 7,4 alors qu’elles sont neutres en présence de PEG 2000-COOH %],

Dans la cadre de la visualisation du GS, I’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 a des injections intraveineuses (iv.) de
nanoparticules, ce qui ne reflete pas la biodistribution de ces nanoparticules suite a 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 !"%! et en plus faible quantité (0.2 % de la dose injectée 24 h aprés
administration) """, Quand les particules injectées en sc. se retrouvent dans la circulation
générale, elles suivent la méme 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 ['®'"), En
revanche, les nanoparticules injectées en sc. s’accumulent préférentiellement dans les

ganglions lymphatiques a proximité du site d’injection %7,

Aprés avoir détaillé les avantages de llimagerie 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 a

1/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 posseédent 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 a 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
2" &chelon, leur stabilité n’est pas toujours suffisante et certains fluorophores ne sont pas
utilisables dans les milieux biologiques & cause de leur caractére hydrophobe ', Ces défauts
peuvent toutefois étre résolus en encapsulant les fluorophores organiques dans des
nanoparticules. Les nanoparticules peuvent étre constituées par des protéines (couplage de
I’'ICG a des nanoparticules d’albumine "'"*), des lipides (encapsulation de I’'ICG dans des

174 1731y des polyméres

Lipidots '"#), des polysaccharides (greffage de cyanine 5.5 a du dextran
synthétiques (incorporation de molécules de rhodamine B a des particules de latex ")), ou
encore, en conjuguant un fluorophore organique & une matrice de silice I'’”). La taille de la
nanoparticule peut ainsi étre adaptée pour une bonne migration dans le GS. Le fluorophore
étant protégé par la nanoparticule, sa stabilité est maintenue et I’hydrophilicité de I’ensemble
est assurée. Comparées aux polymeres, les nanoparticules de silice présentent les avantages
suivants : synthése plus simple, nanoparticules plus stables, plus hydrophiles et
biocompatibles. C’est pour ces raisons que les nanoparticules de silice suscitent actuellement

un grand intérét et ce, dans de multiples applications biologiques ['7*),
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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 a controler afin d’avoir la meilleure biocompatibilité

) [179

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

de clairance empruntée.

Nanoparticle biocompatibility

% Control

Zeta potential
Solubility

enal clearance

(EPR effect)

Biliary clearance 7

1nm Size
(Rigid core)

CCR Revit AR

Figure 15 : Facteurs affectant la biocompatibilité des nanoparticules '™

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 revétement de surface permettant

leur utilisation dans les milieux biologiques.

1. Propriétés photophysiques de la structure c/ Jlur/coque des

Quantum Dots

i. Role du c[lur dans la fluorescence des Quantum Dots

Le cceur 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. CulnS;). La
miniaturisation des semi-conducteurs sous la forme nanoparticulaire fait apparaitre de
nouvelles propriétés qui n’existaient pas dans la forme massive du semi-conducteur. En effet,
a cette échelle de taille, I’association d’¢léments semi-conducteurs produit une fluorescence

présentant des caractéristiques trés intéressantes.
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A Dintérieur 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 derni¢re bande d’énergie complétement remplie par des électrons a
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 €lectrons de I'une a 1’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
¢lectrons vers la bande de conduction en cas d’apport d’énergie externe, comme par exemple,
180]

lors de I’absorption d’un photon (Figure 16) |

4 Conduction
band

e
&
E S C\\T Energy gap
2 e

Valence band

Conductar Semi-conductor Insulater

Figure 16 : Structure électronique d'un matériau conducteur, semi-conducteur ou isolant '*"

Les QDs sont des particules dont le diametre du coeur est compris entre 2 et 10 nm.
Cette petite taille est a 1’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 I’excitation de ce cristal par 1’absorption d’un photon d’énergie
équivalente a 1’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 paralléle, un « trou » dans la
bande de valence. Une telle transition est donc a 1’origine d’une paire électron-trou ou exciton
dans le cristal. Lorsque 1’¢lectron excité retourne a son état fondamental, il se recombine avec
le « trou» de la bande de valence en émettant de 1’énergie sous forme d’un photon dont

1’énergie est équivalente a celle du bande gap ['*!).

En diminuant la taille du coeur du QD, le I I ——

confinement des ¢électrons augmente, ce qui accroit

Py . . Bulk semicanductar Big QD SmallQD
I’énergie du bande gap (Figure 17). ) . )
Figure 17 : Structure électronique des
semi-conducteurs sous forme massive ou

nanoparticulaire "*"!
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Tous les photons du spectre UV-visible ayant une énergie supérieure a celle du bande
gap peuvent €tre absorbés par les QDs. En faisant varier la composition du cceur du QD, la
bande d’énergie interdite varie également. L’énergie du photon émis étant lié¢ a 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, I’énergie du photon émis est
¢élevée, ce qui signifie que sa longueur d’onde est faible. A I’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).

= _1//,1 ”
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Figure 18 : Longueur d'onde d'émission des QDs de composition identique en fonction de leur taille '"*"

ii. Importance de la couche inorganique recouvrant le ¢/ lur des Quantum Dots

Les QDs composés uniquement d’un cceur de semi-conducteurs sont instables et
peuvent rapidement étre dégradés par photooxydation, engendrant une toxicité¢ liée a la
libération d’ions de métaux lourds '®. Le rendement quantique de tels QDs étant faible, leur
utilité reste minime. Ces deux problémes sont liés a la structure méme du QD combinant un
trés grand nombre d’atomes en surface a un faible volume de nanoparticule. A 1’échelle
nanométrique, les atomes de surface jouent un role majeur dans les propriétés catalytiques,
¢lectroniques et optiques. Lorsque le diamétre d’une nanoparticule sphérique diminue, le ratio
de sa surface sur son volume augmente rapidement, plagant 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, empéchant ainsi la recombinaison de la paire électron-trou a I’origine de
I’émission d’un photon, et diminuant donc le rendement quantique de fluorescence des
QDs "®. Ces atomes de surface présentent une forte réactivité chimique vis-a-vis de
I’environnement proche du QD et sont a lorigine de [D’instabilit¢ chimique de la
nanoparticule. Afin de prévenir ces effets indésirables, les liaisons chimiques libres de surface

peuvent étre saturées par la présence d’une couche inorganique.
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La couche inorganique est, de facon générale, composée d’une association d’atomes
de Cd, Zn, S ou Se. Cette couche présente un bande gap de haute énergie, confinant de fagcon
efficace les électrons a I’intérieur du cceur du QD et augmentant ainsi son rendement

- 180
quantique de fluorescence !

], Cependant, Iépaisseur de cette coque doit étre optimisée afin
de protéger le ceeur 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 ’ordre de 0,5 a
p
5.10°M™.cm™), ce qui, associé & un bon rendement quantique de fluorescence, les rend trés

brillants, méme dans les conditions in vivo ou les intensités lumineuses sont fortement

[183]

atténuées par les phénomenes d’absorption et de diffusion de la lumicre . Avec des

rendements quantiques de fluorescence équivalents mais des coefficients d’extinction molaire

plus faibles (de ’ordre de 5 a 10.10* M'.cm™), les fluorophores organiques sont beaucoup

moins brillants que les QDs '*/,

Une structure coeur / coque produit des QDs avec une photostabilité exceptionnelle,
plusieurs milliers de fois supérieure a celle obtenue avec les fluorophores organiques. Ainsi,
un QD peut étre illuminé de fagon 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) ['*].
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Figure 19 : Courbes de photoblanchiment de QDs et d'un fluorophore organique au cours du temps sous
les mémes conditions d[excitation I"*

A la différence des fluorophores organiques, I’absorbance des QDs augmente vers les
faibles longueurs d’onde (Figure 20 A). Cette caractéristique des QDs est particulieérement
intéressante puisqu’elle permet d’utiliser une seule source lumineuse pour exciter des QDs de

différentes tailles et donc émettant a différentes longueurs d’onde (Figure 20 B) 1.
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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) '*4.
B. Emission de QDs de taille variable suite & une excitation par une lampe UV %,

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 a 400 nm en fonction

[183

de la longueur d’onde d’excitation choisie '®). En revanche, les fluorophores organiques

présentent un faible décalage de Stokes, ce qui peut nuire a la séparation entre le signal
d’excitation et le signal d’émission '’

En fonction de la distribution en taille des QDs, la largeur du pic d’émission peut étre
finement réglée. Pour des échantillons de QDs monodisperses, le pic d’émission est
relativement symétrique avec une faible largeur & mi-hauteur alors que le pic d’émission des
fluorophores organiques est souvent asymétrique, présentant une queue du coté des grandes
longueurs d’onde et une importante largeur & mi-hauteur 72
L’avantage des QDs par rapport aux fluorophores organiques réside donc dans le fait

qu’ils présentent des caractéristiques de fluorescence mieux adaptées a 1’imagerie in vivo.

2. Solubilisation des Quantum Dots

La synthése en phase organique aboutit a la production de QDs hydrophobes solubles
uniquement dans des solvants organiques non polaires, comme le chloroforme ou I’hexane.
Cependant, pour étre utilisables dans les milieux biologiques, les QDs doivent étre solubles
dans I’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 '*.

Deux approches sont aujourd’hui largement utilisées: 1’échange de ligands

(Figure 21 A) et I’encapsulation en micelle (Figure 21 B).
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Figure 21 : Méthodes de solubilisation des QDs hydrophobes '3
A : Echange des ligands hydrophobes par des groupements acide mercaptopropionique hydrophiles.
B : Encapsulation avec des polyméres amphiphiles.

La méthode d’échange de ligands consiste a 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 1’ancrage a la surface du QD et
une partie hydrophile. Cette méthode présente 1’avantage d’engendrer des QDs hautement
hydrosolubles et de petite taille (diamétre hydrodynamique inférieur a 6 nm), avec des
possibilités de liaison via les groupements hydrophiles avec des molécules d’intérét ['*%,
Cependant, le départ des ligands hydrophobes peut provoquer une agrégation des
nanoparticules. La méthode d’échange de ligands altére donc souvent I’efficacité de
fluorescence et la stabilité photochimique des QDs ['*%).

La deuxiéme méthode permettant de rendre les QDs hydrosolubles consiste a
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 chaines alkyles des ligands de surface alors que la partie hydrophile interagit avec le
solvant aqueux !"*%. Cette méthode produit des QDs hydrosolubles trés stables et dont les
propriétés optiques sont conservées puisque ce revétement de surface n’interfere pas avec la
structure cceur / coque du QD. Cependant, 1’ajout d’une couche de ligands organiques
augmente la taille de la nanoparticule ce qui peut entraver sa pénétration cellulaire !5,

La chimie de surface des QDs peut ensuite étre fonctionnalisée (avec des

anticorps '®! des acides nucléiques '*

, ...) 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, a cause de leur contenu en métaux lourds, sont
souvent considérés comme trop toxiques pour une utilisation clinique "*”). De récentes études
ont pourtant montré que des solutions existent afin de limiter leur impact néfaste sur

1’organisme ',

La toxicité intrinséque des nanoparticules dépend de plusieurs paramétres tels que la

[189 [190,191 [192,193 189] 160,194]

taille ") la forme I la composition I la charge (1891 "1a dose | ou les

, e . N 1
caractéristiques du revétement de surface /',

La majorité des QDs dont la toxicité a été étudiée ont un cceur composé de cadmium,
dont la demi-vie biologique chez I"'Homme est de 15 & 20 ans. Les ions Cd*" sont connus pour
étre associés a des lésions du foie et des reins, des problémes neurologiques et des
cancers '*1°%) La toxicité des QDs composés exclusivement d’un ceeur a base de cadmium
(CdTe ou CdSe) est liée au relargage d’ions Cd*" dans les cellules, a cause de 1’oxydation des
QDs par I’oxygene de ’air et les rayons UV. Il en résulte la formation d’espéces réactives de
I’oxygéne, affectant la mitochondrie et I’ADN et conduisant a la mort cellulaire par apoptose

[197-199] " Plus 1a taille des QDs diminue, plus le ratio du nombre d’atomes en

ou nécrose
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 98] La petite taille des QDs
leur permet également de pénétrer plus facilement dans le noyau des cellules ¥ Pour
réduire 1’oxydation du cceur des QDs, il est possible d’ajouter une couche de ligands
(ZnS P DHLA %1 BSA U972031 holyacrylate **Y) autour du coeur afin de limiter
I’arrivée de 1’oxygene jusqu’a la surface des QDs. L’ajout d’une couche protectrice limite

fortement mais n’empéche pas complétement le relargage in vitro d’ions Cd*" 7).

La toxicité des QDs peut étre également liée a leur précipitation a la surface des

[198]

cellules, due a la présence d’un revétement de surface polymérique ou bien a leur

(1991 1.a chimie de surface

agrégation si les ligands de surface sont dégradés dans I’organisme
des QDs doit donc étre optimisée afin de s’assurer de la stabilité des nanoparticules. Il a
¢galement été montré que la toxicité des QDs pouvait étre attribuée a la présence de résidus

de revétement de surface dans les solutions de QDs.
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Il est donc important d’éliminer toute trace de précurseurs de synthése avant

[195

’administration des QDs !’ En revanche, certaines études in vitro n’ont pas relaté de

cytotoxicité des QDs 2°%2%¢),

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 a un
environnement trés oxydant (H,O,). Les phénoménes inflammatoires ayant lieu sur le site
d’injection peuvent également étre responsables de leur oxydation. Cette oxydation peut

(1971 Cependant, plusieurs

conduire a une toxicité aigiie et engendrer des séquelles chroniques
études in vivo montrent que, suite a leur injection iv., les QDs ne semblent pas étre dégradés
et les taux de cadmium endogeénes sont négligeables. De plus, aucun changement dans le
comportement des animaux, leur masse corporelle, 1’histologie des tissus ou les marqueurs
biochimiques et hématologiques n’ont pu étre enregistrés ['°'*°721% Les QDs, a faibles doses,
ne semblent pas impacter le développement embryonnaire puisque, suite a leur injection dans

les blastoméres de Xénope, les embryons présentent un phénotype normal .

Etant donné les formidables caractéristiques photophysiques des QDs, les doses
injectées aux animaux reste relativement faibles (de I’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 a long terme des QDs avant toute utilisation in vivo. Dans le cadre de la visualisation
du GS, les QDs seraient injectés en sc. a proximité de la tumeur, ce qui restreint grandement
leur passage dans la circulation sanguine. Au moment de I’exérése tumorale, la majorité des
QDs, présents au site d’injection, serait retiré, limitant ainsi leur migration dans 1I’organisme.
Des QDs dépourvus de cadmium sont maintenant a 1’étude pour 1’imagerie de fluorescence
proche infrarouge puisque depuis peu, la synthése de ces QDs a fourni des nanoparticules
stables et présentant des caractéristiques photophysiques adaptées. Exemptés d’¢léments
toxiques, ces QDs sont supposés étre moins déléteres que les QDs-cadmium, mais ce point

reste a confirmer.
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4. Conception des Quantum Dots pour l[imagerie infrarouge des

tissus profonds

Les développements récents dans la synthése de nouveaux QDs et leurs différentes
applications dans I’imagerie in vivo telles que la localisation du GS, I’imagerie du systéme
vasculaire, la localisation de tumeurs ainsi que le suivi de cellules dans 1’organisme ont fait
I’objet d’une revue de la littérature rédigée par notre équipe, en collaboration avec le

laboratoire de physique et d’étude des matériaux de I’ESPCI (Paris).
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The field of biomedical optics has matured rapidly during the last ten
years, and is expected to continue its maturation even further in the next
few years. The use of photons as a source of information to diagnose or to
treat is as old as medicine. Together with the touch, photon detection,
first performed with the eye, provides a rapid, immediate and cheap

(2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.08.016
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method for diagnosis and patient treatment. In spite of these great
advantages, biomedical optics is strongly limited because photons are
scattered and absorbed very efficiently by the tissues. The penetration
depth of photons inside a tissue depends strongly on the type of tissue
[ 1], but most importantly, it depends on the wavelength, A, of the photon
used. Scattering decreases proportionally to X~ “, where a depends on
the tissue composition. Absorption is minimal between 700 nm and
1300 nm. Before 700 nm various proteins such as hemoglobin absorb
strongly, while after 1300 nm water absorption becomes dominant.
This spectral range is usually separated into two distinct NIR windows
[1.2]. The first and most commonly used near infrared (NIR) optical
window of optimal transparency lies in the range of 700-950 nm. The
other NIR window extends from 1000 nm to 1300 nm and is often
referred to as the second optical window for in vivo imaging. However,
there have been so far few biocompatible fluorophores emitting in this
region. In these NIR regions, the photons can be detected at much great-
er tissue thicknesses, and observation can be performed at greater
depth. Excitation and/or emission in the NIR window result in lower
background fluorescence, lower signal loss and thus greater signal/
background ratio, Unfortunately, the eye sensibility decreases abruptly
after 700 nm, so that NIR photons are badly—if at all—detected by the
human eye in the NIR window.,

Recent technological developments have helped triggered a renewed
interest in biomedical optics. These developments include cheap NIR
photon sources such as laser diodes in the NIR, cheaper and efficient
NIR detector, as well as novel NIR probes.

The review we present here is dedicated to the recent development
of NIR emitting semiconductor nano-particles known as quantum dots
(QDs), and their applications in biomedical imaging, with an emphasis
on the design of optimal NIR emitting QDs. Because biomedical optics
is rapid, portable and cheap, we expect that it will expand greatly in
the next few years, especially if bright, stable, NIR emitting probes
with low toxicity can be synthesized.

We can distinguish two classes of NIR emitting probes: organic and
inorganic ones [3]. The NIR organic probes are the oldest and some of
them (indocyanine green, methylene blue) have been validated by the
US Food and Drug Administration (FDA) for use in vivo, NIR organic
dyes suffer however from important limitations in terms of optical
properties: their fluorescence quantum yield is low, they photobleach
rapidly, and the possible emission wavelengths are limited to the high
energy range of the NIR window (700-900 nm). Recently, certain of
these limitations have been circumvented thanks to the encapsulation
of the organic dyes in small beads such as lipoproteins nanoparticles [4],
calcium phosphate nanoparticles [5-7], or dye doped silica nanoparticles
[8-10].

Inorganic NIR emitting probes include QDs and up-converted
nanoparticles. Metallic nanoparticles [11] and nanoshells [12] can be
good NIR absorbing probes but, except from few recent examples [13],
are usually not fluorescent in the NIR and will not be discussed here.

QDs are semiconductor particles with sizes that range from 2 nm
to - 10 nm. As in the case of QDs emitting in the visible, the emission
wavelength of the NIR QDs can easily be tuned between 650 nm and
1250 nm by changing their size or their composition. The notable
optical properties of the NIR QDs are: i) good resistance to photobleaching
(this is especially true when core/shell structures can be synthesized), ii)
large absorption cross section, iii) Gaussian emission profiles with full
widths at half maximum (FWHM) that can be as narrow as 40 nm [ 14],
iv) fluorescence lifetime in general larger than 100 ns, v) good quantum
yield that can be as large as 50%, and v) fluorescence emission with a large
Stokes shift. These properties make the NIR QDs attractive compared to
organic NIR probes [15].

In general, QDs are excited using one photon excitation, but they can
also be excited using two photon (2P) absorption, a process with the
simultaneous absorption of two photons exciting a transition at twice
the energy of the incident photons. Their large two phaoton absorption
cross section, compared to organic dyes, makes them very interesting

probes for 2P excitation [16]. This type of excitation is interesting
because it can be done in the NIR window and because it provides intrin-
sic three-dimensional confinement of the excitation inside a micrometer
volume, It is thus well adapted to depths smaller than typically
400-500 pm [17].

Recently, another type of multi-photon absorbing probes has been
evidenced with the lanthanide doped nanoparticles that can upconvert
low energy NIR radiation into higher energy visible luminescence [18].
The luminescence of these up-converted nanoparticles is based on
sequential energy transfers between lanthanide dopants or excited
state absorption involving their metastable-excited states with life-
times as long as several milliseconds. This process is orders of magni-
tude more efficient than the 2-photon absorption process typically
used in 2P microscopy.

In depth fluorescence detection with greater signal/background
ratio can also be performed using fluorescent probes that do not
need to be excited with light when they are in the tissue. These
probes can be excited by luciferase [19] through energy transfer, or
when they have long fluorescence lifetime, they can be first excited
in vitro, injected, and detected at later time [20].

2. QD synthesis

Several recent comprehensive reviews have already discussed the
synthesis and the applications of NIR QDs [21-24], and the reader is
encouraged to read these references for detailed discussion of the vari-
ous synthesis protocols used. In the present review, we have chosen to
focus on the design issues necessary to obtain the ideal NIR emitting
QDs as well as the strategies currently available to fulfill them.

The main parameters that have to be taken into consideration when
designing a NIR emitting QD are: i) the excitation and the emission
wavelengths, ii) the toxicity of the elements the QD is made of, iii) the
ability to transfer the probe into water, and to modify its surface chem-
istry without losing the QD fluorescence, iv) the brightness of the probe,
i.e, its quantum yield, its absorption cross-section, its lifetime, its resis-
tance to photobleaching, and v) the QD size.

Ideally, a NIR QD has an emission wavelength in the NIR window,
where they may also be efficiently excited. It should be non toxic.
However, the QD toxicity is a complex issue, as it strongly depends on
its composition and on its surface chemistry, which determines its
biodistribution. While QDs based on heavy metals may be used for
short term imaging in the small animal, long term studies should use
less toxic QD compositions to avoid possible side effects. This require-
ment naturally becomes a non sufficient, but absolutely necessary con-
dition for eventual future clinical applications.

It should also be bright, although this notion is not easy to optimize
and depends strongly on the type of excitation and detection that is
performed. For continuous excitation, a shorter fluorescence lifetime
is preferable since it ultimately limits the rate of fluorescence photons
from the QD when excited at its saturation level. In contrast, a longer
fluorescence lifetime is more advantageous in pulsed excitation/
time-gated detection schemes, where the fluorescence is recorded
during a specific time window after each excitation pulse. This allows
the selective detection of late fluorescence photons emitted by long life-
time (hundreds of nanoseconds) QDs while rejecting early photons
emitted by short lifetime (few ns) endogenous fluorophores, The QD
size should be as small as possible since small sizes are optimal for
renal clearance [25], although for some applications, larger sizes are
desirable (see below).

Another important point yet needs to be considered in the design of
a NIR emitting QD for bio-imaging. It is the robustness of its fluores-
cence emission in time, when excited (resistance to photobleaching),
or when its surface chemistry is altered. Surface chemistry modifica-
tions can simply result from aging of the QDs under ambient conditions,
Water and/or oxygen can bind to the QD surface and modify its fluores-
cence [26]. Further, to make the QD water soluble, surface chemical

(2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.08.016
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maodifications need to be performed. These modifications often degrade
the fluorescence quantum yield of the QDs. The most efficient strategy
found so far to preserve a good fluorescence is to grow a shell on the
QD [27]. Such a shell needs to have a large bandgap to prevent the elec-
tron and the hole to reach the surface (type I). Ideally, this shell should
be grown epitaxially to prevent cracks and charge leaks. While shell
thickness is not critical, few monolayers are usually necessary to pre-
serve a good fluorescence after ligand exchange.

It is however not easy to grow epitaxially a shell on a nanostruc-
ture. There are two major issues, The first one is the difference of
the lattice constant parameters between the core and the shell. Lat-
tice mismatch between the core and the shell results in pressure
that can reach 4 GPa |28]. Such high pressure can induce crystal
structure change, or defect formations in the core, the shell or both.
When the lattice mismatch is too high, gradient composition between
the core and the shell can be designed so that the constraints can be
slightly relaxed and shells grown with fewer defects. The second
major issue when growing a shell on a QD core is to prevent diffusion
of the anion and/or the cation into the core during the shell growth
that is usually performed at high temperature (=200 °C). Such diffu-
sion can change drastically the emission wavelength of the QDs, and
its surface can fail to be correctly passivated by the shell, ZnS repre-
sents the archetypical shell material, due to its good resistance to
oxidation and to the position of its bandgap conveniently enclosing
that of most NIR emitting QDs.

The emission wavelengths of a NIR QDs can be easily tuned by
changing their composition (Table 1).

2.1. Group IV (i, Ge, C)

Group IV nanocrystal quantum dots are composed of only one ele-
ment, 5i, Ge or C. These semiconductors play a major role in electronics,
and the synthesis of the corresponding QDs has been attracting increas-
ing interest and effort [42,43]. Their PL emission may originate from
either band edge or defect states,

Various synthetic routes have been developed to obtain 5i QDs, such
as electrochemical etching, laser ablation, mechanical milling and plas-
ma synthesis [42]. Recent synthesis schemes reported 800 nm-emitting
Si QDs with quantum yields up to 60-70% in organic solvents however
these QDs were unstable in water [44,45]. The surface of Si QDs is usu-
ally stabilized with appropriate covalently bound organic ligands, and
the resulting NIR-emitting QDs reach a quantum yield of 5-20% after
solubilization in water [30,46,47]. Alternatively, luminescent porous
Si nanoparticles, with overall diameters of -130 nm and inner pores
~5-10 nm, were prepared by electrochemical etching [48]. These parti-
cles emitted in the 700-900 nm window with 10% quantum yields.
Interestingly, the authors demonstrated that these porous particles

Table 1

Water soluble NIR emitting quantum dots of various materials with their emission
range and their quantum yield. We limited this table to NIR emitting QDs that have
been solubilized in water. Only one or two representative examples for each material
are given.

Emission range Full width hall Quanturm yield

maximurm inwater
C[29] 650-700 nm ~100 nm NA.
Si[30] 650-700 nm =100 nm 5%
CdSeTe/CdZnS [31] 650-800 nm <100 nm 25-30%
CdTe/CdSe/ZnSe [32] 900-1000 nm > 100 nm 50%
CdTe/CdS |33) 650-800 nm <100 nm up to 0%
CdTe/CdSe [34] 840-860 nm 90 nm 13%
CulnSa/Zns [35,36] 650-820 nm ~100 nm ~30%
CulnSe,/ZnS [37] 700-1050 nm =100 nm -20%
InAs/ZnCdS [38] T00-800 nm 80 nm 25%
InAs/Zns |39] 750 nm <100 nm 10-20%
InP/Zns [40] 650-740 nm 150 nm 15%
PbS/CdS [41] 1250 nm -150 nm 30%

3

could be loaded with drugs, and that they progressively degraded and
dissolved in vivo into soluble silicic acid, followed by fast excretion
(see Fig. 1). However these QDs could only be excited in the visible
region, which could limit the available imaging depth [46].

Germanium QDs have been synthesized in solution [49,50] or by dis-
solution of processed sol-gel glasses [51], with peak emission wave-
lengths ranging from ~800 to - 1200 nm and quantum yields varying
from 0.05% to 8% depending on the size and the synthetic scheme.
They therefore offer a broader NIR emission range but no core/shell
structure has been reported on Ge QDs yet and they remain very sensi-
tive to oxidation. These QDs have thus not been transferred into water
for biological imaging purposes.

Finally, diamond nanoparticles have a very wide bandgap, however
defect states may fluorescence in the visible or the NIR region. For
example, Si and Ni-N defects provide PL emission lines in the 700~
800 nm region [52,53]. However these nanodiamonds cannot be excit-
ed in the near infrared region and their surface functionalization for
biological imaging raises challenges that delay their application for
bioimaging.

NIR QDs containing two elements are so far the most widely synthe-
sized. We will review rapidly their properties according to the cation
they contain: Ag, Cd, Pb or In.

2.2, Group 1-VI (AgS, AgsSe, AgsTe)

AgaS, Ag;Se, and AgaTe QDs have only recently been synthesized,
The group of D. Norris has shown that these nanoparticles can be eas-
ily synthesized using classical methods, but their study does not
report on the photoluminescence properties of these nanoparticles
|54]. Another study used a silylamide promoted synthesis to obtain
Ag,E (E=S, Se, Te) QDs. These QDs have detectable fluorescence emis-
sion, but their quantum yield remains low (few %) even after the
growth of ZnSe shells. The emission wavelength of these nanoparticles
can be tuned across the NIR window [55], but the FWHM of their
emission spectra is very large (>200 nm). The lifetimes reported so
far are a bit longer than 100 ns. Finally, matchstick-shaped Ag;5-ZnS
heteronanostructures have recently been synthesized with both UV and
NIR emission at 1155 nm, however no fluorescence quantum yield was
measured |56].

2.3. Groups H-VI and ll;-V»

CdSe and CdTe nanoparticles are limited to the high energy part of
the NIR window {up to ~700 nm for CdSe [57] and ~800 nm for CdTe
|58]). These nanoparticles can have an emission spectra with narrow
FHWM (30 nm), short lifetime (few tens of ns), and quantum yield
that strongly depend on their surface state. Even though their synthe-
ses are well documented |59], cadmium based NIR nanoparticles are
still the subject of active research.

The synthesis of core/shell structures with CdSe or CdTe cores
requires some special care. An ideal shell material for these two types
of core in terms of band alignment and resistance to photobleaching
would be ZnS. However, the lattice mismatch between CdSe (14%) and
CdTe (17%) prevents the formation of thick shells {more than 2 mono-
layers), and strategies usually based on the use of composition gradient,
or intermediate materials, between the core and the shell, are used to
build adapted core shell structures as in the case of CdSeTe/CdZnS [31].

Wave function engineering can be used to obtain core/shell NIR
emitting QDs. The idea here is to use semiconductor materials for
the core and the shell such that the electron and the hole are mostly
localized in different parts of the nanoparticle. These QDs are called
type Il QDs. The first example of such NIR emitting QDs is the
CdTe/CdSe QD, where the electron is mostly localized in the shell
while the hole is mostly confined in the core [34]. This wave func-
tion engineering with the charges localized in different parts of
the QD results in reduced confinement of the charge carriers, and thus
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Fig. 1. Structure, degradation process and optical spectra of NIR emitting porous silicon nanoparticles.
Reproduced with permission from Macmillan Publishers Ltd: Mature Materials [48] copyright {2009),

longer emission wavelengths. The reduction of the wave-function
overlap also results in longer fluorescence lifetimes. Several core/shell
structures with bandgap alignment resulting in longer emission wave-
length have been synthesized since [60], and core/shell structures of
type Il/type 1 QDs that can be transferred into water have been synthe-
sized [32]. A refinement of type 11 QDs is the use of lattice strain to fine
tune the band alignment between the core and the shell. The epitaxial
growth of a compressive shell onto a soft nano-crystalline core could
induce a switch between a standard type-I QD and a type-1l QD [14],
This method has the advantage to give NIR emitting QDs with high
quantum yield, and emissions with a narrow (~40 nm) full width half
maximum,

An extension of the type Il QDs is the nanoparticle, composed of a
gradient in the QD itself, usually at the interface between the core and
the shell. Such composition gradient gives access to various core/shell
structures that would be hard to grow otherwise because of the often
large lattice mismatch between the core and the shell [31]. Composi-
tion gradient can also be obtained after synthesis using cation exchanges
[61].

Recently, CdsP5 [62,63] and Cd1As; [64] QDs with emission in the
full NIR window have been synthesized. These QDs can have quantum
yields higher than 30% after the synthesis but, as most NIR QDs, this
value drops dramatically after few days in ambient conditions [64],
The FWHM of these QDs increases with particle size from 80 nm to
150 nm. These materials would benefit from the addition of a shell
so that they can be used for biomedical imaging.

2.4. Group IV-VI (PbS, PbSe)

PbS, PbSe and PbTe nanoparticles are probably the oldest NIR absorb-
ing QDs synthesized [65]. These materials have very small bandgaps
<0.5 eV, but large Bohr radii, 20 nm for PbS, 46 nm for PbSe [GG]. As a
consequence, their emission spectra can be easily tuned in the middle
and the low energy part (infrared) of the NIR window. The quantum
yield of these QDs varies greatly according to their synthesis. Recent syn-
thesis optimization has led to air stable PbS nanoparticles with excellent
quantum yields (up to 90%) [67]. The FWHM of these QDs depends on
their size but is in general very large (> 100 nm). Their fluorescence life-
time is long, and often close to the microsecond [68]. The fluorescence
stability of PbS and PbSe nanoparticles can be greatly enhanced using
core/shell structures such as PbSe/CdSe/ZnS and PbS/CdS [69]. The quan-
tum yield of these structures remains high (~20-30%) even after transfer
into water [41]. The FWHM of their emission is still large {>200 nm),

2.5, Group -V (InP, InAs)
As for the QDs containing indium, they have first been synthesized

more than 15 years ago both as InP [70,71] and as InAs QDs [72]. InP
QDs have triggered a great deal of attention since the InP bandgap is

1.35 eV (~920 nm), so that large InP QDs can reach the high energy
part of the NIR window, but more importantly, the compounds these
QDs are made of are expected to be less toxic than other heavy metals.
Core/shell InP/ZnS nanoparticles have been synthesized [73] and recent
optimization yielded stable water soluble InP/Zn5 NCs with quantum
yield around 15% [40]. Longer wavelength can be reached with InAs
QDs. The InAs bandgap is 0.53 eV (>3 um), and the first InAs QDs syn-
thesized [70] cover the whole NIR window. Different kinds of shell have
been grown on InAs cores. The first shells were based on the selenides,
specifically ZnSe and CdSe [74-76], but selenium is prone to oxidation,
and air stable sulfides have subsequently been used. ZnS [39,77] has a
high lattice mismatch (10.7%) with InAs and ZnS shells are thus difficult
to grow. Recently, CdS and ZnCdS shells have been synthesized on InAs
cores yielding QDs that are stable in air and can be transferred into
water using ligand exchange, These QDs retain high quantum yield
(25%) once in water [38]. They have been synthesized only for the
high energy part of the NIR window (700-800 nm), but lenger wave-
length should easily be accessible with larger core sizes. The FWHM of
these samples is quite narrow (<100 nm).

2.6. Group I-111-Vi; (CulnS,, CulnSes, AglnSe;)

Ternary QDs have recently emerged as a new class of NIR emitters.
As for the QDs containing Ag, the development of these materials was
motivated by the need to synthesize NIR QDs with elements that are
available in large quantities and with reduced toxicity [35]. Examples
of ternary NIR QDs are CulnS;, CulnSe,, and AginSe,. We discuss below
the properties of these QDs since they have only been recently applied
to biological imaging and have therefore nat been covered by previous
reviews.

The recent renewed interest for the synthesis I-1l-VI; nanoparticles
comes from the fields of both photovoltaics and biomedical imaging.
NCs with a wide range of sizes have been synthesized for both CulnS:
and CulnSe; [35-37,78-83]. The Bohr radii of CulnS; and CulnSe; are
respectively 39-4.1 nm and 5.43 nm, and the bandgap energies are
respectively 1.45-1.53 eV and 1.04 eV. In CulnS; and CulnSe; structure,
the ratio In/Cu is one, on average, and the negative charges of the S or Se
(—1I) anions compensate the positive charges of the cations In (-+1II)
and Cu (+1). However, the Cu-In-5/Se materials are well known to
present a large variety of Cu/In ratios [37,78,84,85), because of the
stability of various pairs of defects [85]. For example, indium-rich
nanocrystals are obtained when 2 copper vacancies are combined
with the substitution of one indium on a copper site (InZ; +2Vg,)
and copper-rich NCs are obtained when one indium is substituted
with two coppers, and one copper is substituted with one indium
(2Cuf,~ +1Ind, ). Thus, stable In- or Cu-rich Cu-In-5/Se NCs can be syn-
thesized. Nanoparticles that have higher In/Cu ratio have larger bandgap
energy and all wavelengths from green-yellow to NIR (~810 nm for
CulnS; and ~1190 nm for CulnSe;) can be obtained using various NC
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sizes and compositions (Fig. 2) [35-37,78,80,81,83,84,86]. It is interesting
to note that bigger particles (=5 nm) are less fluorescent than smaller
ones, because the number of internal defects scales with the volume of
the particles. As a consequence, for a given emission wavelength, it can
be preferable to use smaller Cu-In-Se particles than larger Cu-In-5 [37].

When the In and Cu cations alternate periodically in the crystal
lattice, CulnS; and CulnSe; NCs have a chalcopyrite crystal structure,
In contrast, when the cations are randomly positioned in the crystal,
the structure is sphalerite (zinc blende). The I-111-VI; NCs have usual-
ly tetrahedral or spherical shape, depending on the synthesis used, al-
though ather shapes have been synthesized but no fluorescence
emission was reported for these NCs, Prasad et al. |87] have reported
the synthesis of fluorescent Cu-In-S/ZnS NCs in the anisotropic
wurtzite structure. This paves the way to the design of QDs with an-
isotropic shapes (rods, plates...) and special optical properties (e.g.
polarized emission).

The absorption spectra of I-1l1-VI; NCs do not display excitonic
structure (Fig. 2e} because the NC dispersion in size and composition
is too important. The PL spectra are broad (full width at half maxi-
mum: 100-150 nm). This width was attributed to the large NC disper-
sion in size and composition along with the recombination of the
exciton with defect levels inside the nanoparticles [ 37,79,84,88]. Exciton
recombination at defect sites also results in emission at lower energy,
which can result in emission at wavelengths higher than for the bulk
material, see Fig. 2a, and longer fluorescence lifetime (few hundred
nanoseconds).

To improve the robustness of the optical properties of the I-111-VI,
NCs, core/shell structures have been synthesized with shells of zinc
sulfide [35-37,84,87-89]. Zinc sulfide has a large bandgap (3.61 eV)
that provides a type l-alignment with CulnS; and CulnSe; cores,
does not contain heavy metals, is stable against oxidation and has a
small lattice mismatch with the core material (2% with CulnS; and
7% with CulnSe;), so that epitaxial growth of several monolayers is
possible,

PL intenstity (a.u.)
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Although very favorable in principle, the growth of a ZnS shell on
I-111-VI cores turns out to be difficult in large part because of the easy
diffusion of the small Zn® * cation into the core against its reactivity.
ZnS shells can eventually be grown if more reactive precursors are
used and if the shell is grown at lower temperatures (<200 °C).
However, at this time, only few monolayers of pure ZnS shell have
been reported in the literature. After the growth of a ZnS shell, the
NC fluorescence quantum yield (QY) increases to a maximum of
60% in the visible range and ~30% in the NIR [35-37,84,87-89]. This
increase is accompanied by the disappearance of the fast lifetime
component, related to exciton non radiative decay on a surface defect
|36.86]. Long (few hundred ns) mono-exponential fluorescence lifetime
can then be obtained (Fig. 2d).

Other NIR I-11I-VI materials have recently emerged, such as AginSe;
but no fluorescent core/shell nanostructures have been reported yet.

I-1lI-VI; core/shell NCs have comparable or higher QY than NIR
organic dyes one, but their photo-stability and their absorption cross
section are much larger. Despite their complexity (ternary composition
and presence of defects), these NCs represent promising materials for in
vivo imaging, as recently reported [35-37,87,89].

2.7. NIR emitting doped nanocrystals

The previous section shows that the whole NIR window can be
explored when the composition and/or the size of the nanoparticles is
changed. Another method yet to tune the emission wavelength of QDs
is to dope them. Doping has been studied in details for QDs emitting
in the visible [90], Doped NIR emitting QDs have recently been synthe-
sized [91], and their emission wavelength can be tuned continuously al-
most in the entire NIR window. These QDs could offer an interesting
alternative to existing NIR QDs in terms of toxicity.

When we combine the possibility to change the QD composition with
the ability to grow core/shell structures, a large variety of water soluble,
NIR emitting QDs can be synthesized, with emission wavelengths tuning

100
d 100;

=h
o

CIS core

PL Counts (a.u.)

Time (ns)

CIS/ZnS

1 N " " A .
0 100 200 300 400 S00 600

IV (X) b
@
11V (AX)
2
1350 1111V, (ABX,)
€ - -
i_ %.-
I\ }:
E‘ oasd g _
ﬁ 0,10 - %
g ial
N 2
é 0.05 - :
=
0.00 ; —— + . " y
580 600 700 800 900 1000 1100 1200

Wavelength (nm)

Fig. 2. a) Photoluminescence properties of CulnS,/ZnS core/shell NCs [80]; b) Left: Crystal structure of zinc blende CulnS; NCs; right: schematic relationship among group IV, 11-V1
and I-11I-V1; semiconductor materials [85,167]; ¢) TEM image of CulnSz/ZnS NCs [36]; d) PL decay of CulnS; core and CulnSz/ZnS core/shell NCs [88]; e} Absorption (inset: PL) spec-

tra of Cu-In-Se core NCs [37].

Reprinted with permission from American Chemical Society copyright (2008, 2009, 2010, 2011) and American Institute of Physics copyright (2009),
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the whole NIR window, good quantum yields (> 30%), size below 10 nm,
and lifetimes in the range of few hundreds of ns, Recent works tend to
focus on the synthesis of NIR QDs that do not contain toxic compounds.
This effort is necessary if such probes are to be used in vivo, and has to
be combined with the effort to fine tune the QD surface chemistry with
various organic molecules so that QDs can be as furtive as possible,
reach their target efficiently, and/or be excreted.

2.8. Quick overview of QD surface chemistry

Most QD synthesis schemes are performed in organic solvents.
QDs are then capped with hydrophobic ligands usually consisting of
an anchoring group and one or more aliphatic chains. These QDs
must therefore be modified to become soluble in water and compat-
ible with the biological environment. The QD surface chemistry deter-
mines its final size, colloidal stability, charge, non specific adsorption
and specific affinity and as such has a strong influence on its interac-
tion with its environment and, in fine, on its in vivo biodistribution.
The aim of this paragraph is not to present a comprehensive review
of the different QD surface chemistry used for in vivo imaging, but
to give a quick and general overview of the main strategies used to
solubilize QDs in water. The reader may refer to several excellent
reviews for more detailed information on QD solubilization and con-
jugation with biomolecules [92-94]. Most solubilization techniques
can be classified into two general schemes applicable to many types
of nanoparticles: encapsulation and cap-exchange. Encapsulation con-
sists in keeping the initial hydrophobic ligands and surrounding the QD
with amphiphilic melecules, with hydrophobic chains interdigitating
with the QD ligands and hydrophilic groups for water solubilization.
Popular examples of amphiphilic molecules are phospholipid micelles
or amphiphilic copolymers [93,95,96]. In contrast, cap-exchange con-
sists in replacing the hydrophobic ligands with new ligands presenting
anchoring groups to bind to the nanocrystal surface and hydrophilic
solubilizing groups. Anchoring groups may be composed of phosphines
[97], amines, carboxylates, and most commonly thiols or di-thiols
[98-101 . Hydrophilic groups used in these two strategies may be com-
posed of charged moieties (carboxylic acids, amines... ), however these
present limited stability and high non specific adsorption of biomole-
cules on their surface. Polyethylene glycol (PEG) chains are more com-
mon for in vivo applications as it decreases considerably this non
specific adsorption, at the cost of an increased size [9596,98.99].
Zwiterrions present an interesting alternative to PEG, as they also
allow a low non specific adsorption level while maintaining a small
overall hydrodynamic size [100,101]. Finally, other strategies include
growth of (<20 nm) silica shells [102,103] and encapsulation in or
deposition at the surface of larger (100 nm-pm) colloids (polymer or
silica beads, liposomes...) [104,105]. Every in vivo imaging application
presents different requirements in terms of size, charge, specific and
non specific adsorption levels... As a consequence, the universal opti-
mal surface chemistry does not exist. Instead, the QD surface chemistry
should be tailored according to the specific criteria of each imaging
application, as will be discussed in the next sections.

3. In vivo imaging applications

Visible emitting QDs have initially been used for cellular imaging,
to label and track specific molecular targets in live or fixed cultured
cell samples [92,95,106]. They have then been used as in vivo markers
in small organisms, for example to study cell lineage in early stage
Xenopus embryos [96]. Visible emitting QDs are well adapted to these
thin and transparent samples. They however provide poor signal-to-
background ratio in thicker tissue sections and when imaging targets
in small animals due to the tissue absorption and diffusion, and to the
strong auto-fluorescence background from endogenous chromophores
in the visible region. Near infrared emitting QDs thus allow much
more sensitive detection of deeper targets, up to several centimeters

E, Cassette et al. / Advanced Drug Delivery Reviews xxx (2012) xex-xxx

below the surface. These characteristics triggered the development of
many in vivo imaging applications. We will briefly describe some of
these in the following sections and discuss the influence of QD design
on each specific application, including lymph and blood vasculature im-
aging and tumor detection. We will then describe other developments
of NIR emitting QDs associated with cell tracking and multimodal
probes that combine the QD fluorescence with a whole body imaging
contrast, such as magnetic resonance imaging (MRI) or positron emis-
sion tomography (PET).

3.1. Lymph node imaging

The sentinel lymph node (SLN) is the first regional step of lym-
phatic drainage and metastasis of the primary tumor. In the treat-
ment of breast cancer, the axillary lymph node status is the major
prognostic factor and a determinant predictor of recurrence and sur-
vival [107]. As the current method for the detection of SLN presents
some disadvantages such as allergic reaction to blue dye, the use of
radioactive tracers and long hospitalization, the use of fluorescence
to localize the SLN has been developed since several years.

The first near-infrared emitting fluorophore used in the detection
of the SLN was indocyanine green (ICG). First in vive reports [108]
demonstrated the aggregation of ICG and its release from SLN, both
effects related to the small size of the molecule. Fast photobleaching
is another critical issue that considerably diminishes the feasibility
of ICG-based fluorescence imaging of organs. QDs, due to their resis-
tance to photobleaching and their hydrodynamic diameter, which
may be tuned in function of core size and surface chemistry, offer
interesting opportunities for SLN infrared imaging.

Several studies on the detection of SLN using near infrared emitting
QD have been reported and are summarized in Table S1, The initial
papers studying the SLN mapping in vivo using NIR emitting QDs have
been reported by Frangioni's team. The authors have used CdTe/CdSe
core/shell QDs to visualize axillary lymph nodes as deep as 1 cm from
the skin surface either after a subcutaneous injection in the paw of
healthy mice, or after intradermal injection on the thigh of pig [109]
or in the model of spontaneous melanoma of Sinclair mini-swine
|110]. The superficial lymph node could be detected through the skin
but to map deeper SLN like those from pleural space [111], esophagus
|112] or gastrointestinal tract [ 113, the rib cage or the abdominal cavity
of the Yorkshire pigs was opened. Another formulation of QDs with a
core composed of indium and arsenic has shown a good SLN mapping
in mice and rats [114] but the size of QDs should be controlled so that
QDs do not migrate to the surrounding tissue or further into the lym-
phatic system.

Indeed, the size of the nanoparticles is crucial to SLN mapping
because nanoparticles too small (<10 nm) can flow through the SLN
and diffuse in surrounding tissue or in other lymph nodes in the
chain whereas nanoparticles too large do not migrate and stay at
the injection point [115]. Charge and nature of the QD surface chem-
istry do not seem to directly influence the capture of intra-tumorally
or subcutaneously injected QDs by the SLNs, even though charge
plays a crucial role for serum protein adsorption, which may increase
the size of QD-protein corona assembly and therefore its retention in
the SLN. SLN mapping, in that respect, is much easier than tumor or
organ targeting after intravenous injection (see below) [116,117].

The major obstacle to the QDs clinical translation is their toxicity.
The QD core is often composed of heavy metals (Cd, Te, Se or As),
which could be released in the body due to the QD degradation and
oxidation. In our recent studies [35,118], we have compared the detec-
tion of SLN and the toxicity of two types of QDs in a model of healthy
mice. Both QD types, CdTeSe/CdZnS and CulnS;/ZnS QDs, allow the
localization of the axillary lymph node in few minutes after subcutane-
ous injection (20 pmol) (Fig. 3). Unlike cadmium-QDs, which demon-
strated the clear features of local toxicity, such as an increased lymph
node weight with several inflammatory areas, the indium-based QDs
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did not show any signs of toxicity upon the same experimental condi-
tions. Moreover, the inflammation threshold corresponded to a fifty
time higher concentration of CulnS,/ZnS compared to CdTeSe/CdZnS
QDs.

Silicon QDs are also of particular interest because of their biocom-
patible composition and tunable emission properties in function of
particle size. These Si QDs, whose hydrodynamic diameter is 20 nm,
migrate to the SLN after subcutaneous injection in mice and no sign
of toxicity (mice behavior, histopathology analysis of major organs
and blood parameters) has been observed, clearly indicating the bio-
compatibility of these nanoparticles [46]. However, the inability to
excite these QDs in the NIR range strongly limits the attainable imag-
ing depth.

SLN detection using most of these QDs only takes a few minutes
after injection, which greatly simplifies surgical procedures. The QDs
then slowly leak from the injection point and the SLN into the rest
of the organism via blood and lymph circulation [118]. This provides
a window of a few hours for the surgeon to resect both the SLN and
the injection point, removing at the same time the large majority of
the injected QDs from the body and limiting toxicity issues. Ideally,
the small amount of QDs remaining in the body after the operation
should be ultimately eliminated, either via the kidneys into the
urine or via the hepatobiliary pathway. The mechanisms for complete
clearance are however not well understood yet.

3.2. Vasculature imaging; renal elimination vs. sequestration

The biodistribution of QDs after intravenous injection is strongly
dependent on their surface chemistry, In general, QDs distribute rap-
idly in the entire bloodstream, allowing direct visualization of blood
vasculature, Naturally, small capillaries are only spatially resolved
close to the surface due to diffusion of light by the surrounding tis-
sues, while larger vessels may be imaged deeper. Larson et al. used
two-photon excitation microscopy to image blood circulation in the
ear of a mouse with final QD concentration in the blood on the
order of 1 uM [ 16]. In this concentration regime, erythrocytes can be
detected as dark volumes flowing through an otherwise uniformly
fluorescent blood vessel. They were thus able to measure changes in
local flow velocities. Smith et al. demonstrated the use of QDs to
image chick embryo chorioallantoic membrane vasculature, a model
test system for blood vessel formation and development [119]. While
visible emitting QDs offered a poor contrast, NIR QDs led to a drastic
improvement of signal-to-noise ratio due to the low auto-fluorescence
background in this spectral region. Blood vessels could be imaged on

Fig. 3. In vive fluorescence imaging of the right axillary lymph node of mice with
Fluobeam® 5 min after subcutaneous injection of 20 pmol of CdTeSe/CdZnS (a) or
CulnS;/ZnS (b) QDs in the right anterior paw. The exposure time is 10 ms (a) or
50 ms (b) and the injection point (white arrow) was hidden.

multiple scales, from large vessels at the whole embryo level to
small capillaries, In both studies, QDs were beneficial compared to
fluorescein-labeled dextrans, a common angiogenic imaging probe,
due to their higher brightness and to their emission in the more
favorable NIR region.

After some time in the bloodstream, QDs are eliminated from the
body or sequestrated in one or several organs. Elimination via the
kidneys into the bladder requires very small hydrodynamic sizes.
A threshold of 55 nm in hydrodynamic diameter was for example
found for cysteine-capped QDs [25]. Since NIR emitting QDs are usually
larger than this, they tend to remain in the body. Their biodistribution
kinetics and final repartition strongly depend on their surface chemis-
try. Most types of QDs become opsonized in the circulation and are cap-
tured by macrophages in organs of the reticuloendothelial system (RES)
(liver, spleen, bone marrow, lymph nodes...) [120-122]. QD circulation
times are thus determined by how long they are able to evade
opsonization, Functionalizing QDs with larger PEG (molecular weight
larger than 2000 g/mol) chains thus prolongs circulation times, as has
been shown with a variety of nanoparticles [123] but do not avoid
final capture by the RES [120,124]. On the other hand, QDs capped
with smaller PEG ligands seem to display a strongly size-dependent
biodistribution. Choi et al. tested small InAs/ZnS QDs capped with smaller
PEG ligands (MW ranging from 100 to 1000 g/mol) [39]. While very short
(=100 g/mol) PEG chains proved inefficient in evading opsonization,
short (typ. 200 g/mol) PEG chains allowed QD elimination into the
urine. Functionalization with longer PEG chains led to an increase in
hydrodynamic size, preventing filtration by the kidneys and finally lead-
ing to accumulation in RES and other organs in a size-dependent manner.
PEG length is however probably not the only determinant of QD
biedistribution, but certainly PEG density and stability of the surface
chemistry on the QD surface must also strongly influence the fate of
QD after intravenous injection. The mechanism and optimal condi-
tions for final excretion of QDs via the hepatobiliary pathway remain
unclear. In particular, most QDs seem to remain sequestrated in the
liver for long periods of time, up to two years after injection [125]. In
contrast, a recent study provided evidence for renal and hepatobiliary
excretion of silica-coated CdSe QDs, for which elimination was complet-
ed by 120 h [126].

3.3. Tumor imaging

In vivo fluorescence imaging of tumors using NIR QDs is a very
active area of research as it may provide tools to locate tumors and
metastases or map tumor margins during surgery. Indeed, surgical
removal of a tumor is often the best method of cure for cancer. Incom-
plete resection of a neoplasm is a major factor that compromises the
long-term survival rate of cancer patients. Adequate assessment of
the extent of the disease is limited during surgery because it relies
on palpation and visual inspection. The effect is in a 40-80% recur-
rence rate, like in retroperitoneal sarcoma, brain or breast neoplasms
[127.128). Surgeons are required to remove large surgical margins
around what they perceive as a neoplastic tissue because of the
microscopic tumoral dissemination in the surrounding healthy tis-
sues. It is therefore important to develop new technologies that will
help achieve precise delineation of tumor margins and improved vis-
ibility of small tumors that are difficult to distinguish from normal
tissues. Fluorescence-guided surgery using NIR emitting nanoparticles
is an emerging technology that holds potential to provide a viable solu-
tion to this problem, and as a consequence several strategies are being
developed to target QDs to tumoral cells in vivo.

Many types of circulating nanoparticles have been shown to accu-
mulate in the tumor due to leaky blood vessels and inefficient lymphatic
drainage [129,130]. This effect is known as enhanced permeation and
retention (EPR) effect, and was also verified with QDs in several studies
(Fig. 4a,b) [131,132]. The shape and size of the nanoprobes play a crucial
role in this process, since smaller particles seem to penetrate deeper
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into the tumor interstitial medium | 133]. Similarly, for a given nanopar-
ticle volume, rod-shaped QDs seem to provide more efficient labeling
than spherical ones [134]. On the other hand, small particles are more
likely to be washed out of the tumor [ 135], and the optimal nanoparticle
size likely depends on the imaging parameters (e.g. delay between
injection and imaging) and the type of tumor. However the level of
EPR-mediated QD tumor capture is often low, and is unlikely to allow
efficient detection of micrometastases,

Several methods have thus been proposed to design targeted QDs
and increase their specific uptake efficiency. In general, intravenously
injected QDs must meet several criteria to efficiently label their target:
long circulation times for prolonged exposure to the target, slow clear-
ance from the bloodstream by the RES and strong affinity for their target
for fast binding and minimal release back into the blood or lymph circu-
lation. Most of these QDs are therefore coated with long chain PEG for
minimization of non specific adsorption and prolonged circulation and
further conjugated with targeting moieties. While functional QDs have
been successfully targeted to different tissues, such as blood or lym-
phatic vessel [136-138] liver, [139] or lung [ 136], there is an important
effort toward the design of efficient tumor-targeting QDs. QDs conjugat-
ed with antibodies against tumor-specific antigens were for example
shown to label tumors xenografted in mice much more efficiently
than non-targeted QDs [131,140-142]. Tada et al. have tracked the
path and kinetics of diffusion of single QDs targeted to the human endo-
thelial growth factor 2 (HER2) into the targeted tumor (Fig. 4c) [141].
They were able to show that the QD first circulates into blood vessels,
then extravasates from the vessel into the tumor extracellular space
and binds its HER2 target at a tumoral cell membrane before getting
internalized and transported to the perinuclear region. QDs conjugated
to the endothelial growth factor (EGF) have also been shown to effi-
ciently target HER2 both in vitro [ 143] on cultured cells and in vive to
label tumors [ 144]. Another popular strategy relies on the RGD peptide
sequence to target QDs to integrin |4 a receptor involved in angio-
genesis, proliferation and metastasis, which is upregulated in certain
tumor types [46,145-147]. Again, targeted QDs showed higher uptake

a QD-PEG

QD-PSMA

Cc
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efficiency compared to non-targeted ones in tumor-bearing mice. The
small size of RGD sequences allowed binding of multiple targeting pep-
tides to the QDs and increased their global affinity for integrins. Imaging
of tumor frozen sections and real-time intravital RGD-QDs tracking
showed that these QDs did not extravasate but indeed bound to the
tumor vessel walls | 145,146). Interestingly, the authors observed that
RGD-QDs bound to their specific integrin targets majoritarily as small
aggregates and not as single nanoparticles [146]. These aggregates
were also able to transiently bind to vessel walls in non-tumoral tissues
but were rapidly washed back into the bloodstream. This effect is not
completely understood yet but was tentatively attributed to the laminar
flow in blood vessels and to polyvalent binding of QD aggregates to sev-
eral molecular targets on the cell surface.

This emphasizes the influence of the nanoparticle size on its
biodistribution and its targeting efficiency. Larger particles (100 nm-
few pm) may therefore be preferable for specific imaging or drug delivery
applications. QDs have thus been incorporated into immunoliposomes,
silica beads or polymer nanoparticles to provide them with a good NIR
fluorescence contrast [133,148-150]. For example Weng et al. have
used 100 nm diameter liposomes as a nano-platform with drugs
inside and NIR fluorescent QDs and tumor-targeting antibody frag-
ments on the surface [149]. QDs allowed visualization of the liposome
uptake into tumors xenografted in mice, Similar constructs could be
used to combine diagnostics and therapeutic abilities, for example to
follow where drugs are being delivered during the treatment.

3.4. Cell tracking

Cell tracking using NIR fluorescent QDs is also a very active and
promising area of research. The ability to track tumoral, stem, or
immune cells in vivo after injection is central to many biological studies.
QDs have thus been used to label these cells in vitro, either by labeling
specific membrane receptors or by endocytosis. QD-labeled cells are
then injected in vivo and their biodistribution can be mapped using
the QD fluorescence signal (Fig. 5) [151-156]. For these studies,

Fig. 4. a) Histological examination of QD uptake in C4-2 tumor xenografts maintained in athymic nude mice by EPR effect (QD PEG) or active antibody-mediated targeting (QD
PSMA). b) In vive tumor imaging of in live mice using antibody-targeted QDs. Colors correspond to spectrally unmixed fluorescence signals from the autofluorescence (yellow)
and QDs (red) [131]. ¢) Direct visualization of binding of RGD-QD to tumor vessel endothelium. From left to right: green channel shows EGFP-expressing cancer cells, while the
red channel outlines the tumor’s vasculature via injection of Angiosense dye. The NIR channel shows intravascularly administered QDs which remain in the vessels and do not
extravasate. QD binding events are marked by black arrows in the merge image [146]. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article:)
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suitable QDs should be able to efficiently label target cells in vitro and
more importantly they should not leave these cells after the in vivo
injection, to maintain a perfect correspondence between the injected
cell biodistribution and the QD fluorescence signal. In several studies,
QDs were shown to remain inside their initial cells during the experi-
ment, from a few hours up to four weeks invivo [ 153]. The ability to eas-
ily separate fluorescence from different QD populations allows imaging
the migration of several cell types simultaneously and studying their
interactions in vivo [ 152]. Near infrared QDs enhance the imaging sensi-
tivity over visible emitting fluorophores, enabling detection of only
5000 cells subcutaneously [155],

3.5. Multimodal QDs

Near infrared fluorescence imaging is flexible, cheap, easy to use and
sensitive; however it is limited to depths of a few centimeters below the
skin. In contrast, magnetic resonance imaging (MRI), scintigraphy,
single photon emission computed tomography (SPECT) and positron
emission tomography (PET) give access to whole-body images, with
smaller spatial resolution. There is therefore a large interest in combin-
ing fluorescence with another imaging modality to benefit from the
advantages of the two technigues. Quantum dots constitute in this
regard promising platforms to assemble different contrast agents to
form multimodal nanoprobes. Several examples of QD-based multi-
modal probes have been described in the literature, including MRI/fluo-
rescence and PET/fluorescence probes [157]. One of the most common
strategy used to build these probes consists in coating the QDs or conju-
gating them with paramagnetic (for MRI) or radioactive (for PET)
ion chelates or molecules. For example, Mulder et al. incorporated a
Gd-chelating lipid into QD phospholipid micelles | 158,159]. The micelle
was further functionalized by conjugation with targeting RGD-
peptides. This probe enabled visualization of angiogenesis regions by
MRI and visualization of the tumor blood vessels with a higher resolu-
tion using fluorescence. In another application, Duconge et al. designed
'8E_Jabeled QD micelles; this dual PET-fluorescence probe was injected

in the tail vein of a mouse [121]. These enabled to quantitatively mea-
sure the whole-body QD biedistribution in real-time using PET and
pharmacokinetic parameters such as blood circulation time. Fluores-
cence images were then obtained by fluorescence confocal endoscopy
to image the QD distribution at the intracellular level,

Another strategy to build multimodal probe is the doping of QDs
with paramagnetic ions such as Mn. This has been demonstrated
using different types of QDs, including CdSe, CdS, CdTe, or Si-based
nanocrystals [157]. Wang et al. synthesized visible emitting CdSe/
Zngy — x;Mn,S water soluble QDs and internalized them into cultured
cells [160]. These QDs produced sufficient contrast to allow visualiza-
tion of the cells using both MRI and fluorescence microscopy. The
same strategy was used with NIR emitting CdTeSe/CdS QDs however
bimodal imaging has not been demonstrated in vivo yet [ 161]. Finally,
a third strategy consists in assembling QDs with Fe;0,4 or FePt mag-
netic nanoparticles in silica beads, micelles, polymer particles, or
within nano-heterostructures (nanoparticles composed of a magnetic
part and a semiconducting part) [ 162-165].

4, Conclusion and perspectives

Recent years have witnessed the development of bright near infra-
red emitting QDs of different sizes, compositions and properties. This
allows tailoring the choice of the NIR probe depending on the applica-
tion and the desired properties. The available NIR QDs offer a wide
range of emission wavelengths spanning the optical window for deep
tissue imaging, lifetimes ranging from a few tens to a few hundred nano-
seconds, compositions presenting limited toxicity... The type of surface
chemistry may also be chosen from a variety of different solubilization
strategies, some of which enable renal elimination of small QDs, other
long circulation times and further conjugation of targeting molecules.
This has permitted the development of several in vivo imaging applica-
tions, relying on simple QD diffusion (lymph node mapping, vasculature
imaging...) or more complex targeted imaging of tumoral cells. Current-
ly available near infrared QDs therefore represent a powerful tool for in

Fig. 5. Cell labeling and tracking using endocytosed QDs, a) Single cell labeled with QDs before in vivo injection. b) Seven images superimposed in time as a single bone marrow
lineage-negative cell labeled with QD590-TAT (orange) navigated the tumor vessels highlighted with QD470 micelles (blue) in vivo, Scale bar is 50 pm. (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Medicine, [156] copyright (2005).
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vivo biological studies, and we expect that they will become increasing-
ly used in many studies such as cell tracking, tumor imaging, drug
screening...

Fluorescence imaging holds great promises to assist oncological sur-
gery due to simple incorporation to surgical inspection to delineate
tumor margins or map sentinel lymph nodes [ 166]. The detection sensi-
tivity of these techniques suffers from the lack of high brightness/high
stability organic fluorophores emitting in the NIR. In that respect, QDs
have the potential to significantly improve the performance of near in-
frared fluorescence imaging for optically assisted surgery thanks to
their superior optical characteristics compared to organic dyes. Howev-
er two main challenges still need to be resolved before this technique
can reach the clinical field. First, efficient targeting strategies must be
developed to ensure sensitive labeling of very small metastases. In
vivo targeting is a more global scientific and biotechnological problem
that is shared with many other biotechnological fields, in imaging and
drug delivery. Steady progress in targeting efficiency is being made,
and we can expect satisfying results in the near to mid future. Second,
if QDs are to be used in clinical applications, there should be no reason-
able doubt about short and long term toxicity. This implies the develop-
ment of QDs with minimal toxicity, which has already begun but can
certainly progress further, and the elimination of injected QDs from the
body, which is currently less advanced. While some sufficiently small par-
ticles with specific surface chemistries may present a certain degree of
renal elimination, complete elimination will probably require either deg-
radation into smaller atomic components and/or nanoparticles that are
efficiently eliminated from RES organs into the bile and the intestines.

Supplementary data to this article can be found online at http://
dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.08.016.
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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, SiO,) : la silice cristalline, la
silice amorphe naturelle et la silice amorphe synthétique *'"). La différence entre la silice
cristalline et la silice amorphe porte sur les connections entre les unités de SiO,. Alors que
I’organisation des tétraedres de silice est réguliére dans la silice cristalline, la silice amorphe
consiste en un réseau non répétitif de tétraédres *''l. 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 colloidale. Les trois premicres formes de silice amorphe synthétique étant
composé d’agrégats et d’agglomérats de particules primaires, leur taille est bien souvent
supérieure a 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 colloidale en
suspension, dont la stabilit¢ 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 a 100 nm. Les groupements silanol (Si-OH) de
surface rendent les NPSi non modifiées hydrophiles *'!),

Alors que la méthode de syntheése de microparticules de silice a été établie en
1968 23 I’incorporation d’un fluorophore organique dans une matrice de silice a été
rapportée pour la premiere fois en 1992, avec une taille de nanoparticule de ’ordre de

2531 Par la suite, les travaux de synthése se sont portés sur

214,215

plusieurs centaines de nanomeétres
la diminution de la taille de ces nanoparticules de 10 a 100 nm ! ], Le premier processus
d’encapsulation décrit implique tout d’abord la liaison covalente du fluorophore a un
précurseur de la silice (le tetraethoxysilane monomérique ou TEOS) puis son hydrolyse et sa
condensation pour former le coeur 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 1’épaisseur de la coque. L’avantage d’une telle synthése 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 ',
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[216]

D’autres stratégies de synthése, basées sur des microémulsions inverses ou des

micelles 2!’

I ont également été développées et différent par les milieux de réaction utilisés
lors de la synthése. Le choix de la méthode de synthése est guidé par la nature du fluorophore
a encapsuler : si le fluorophore est hydrosoluble, la microémulsion inverse est a privilégier
mais si le fluorophore est hydrophobe, les micelles sont préférables *'*1. Un complexe peut
cependant étre formé entre un fluorophore organique hydrophobe et une molécule hydrophile
telle que le dextran afin d’utiliser la synthése en microémulsion inverse. Le dextran est une
molécule hautement hydrophile présentant une faible toxicité et qui est utilisée dans de

nombreuses applications biologiques *'*.

La synthése des NPSi par la méthode de
microémulsion inverse consiste en ’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
I’ajout de dextran sont encapsulés a Dintérieur de la matrice de silice pendant la

polymérisation du TEOS '),

It

Figure 22 : Schéma de la synthése de NPSi par microémulsion inverse 2

La structure cceur / coque des NPSi permet de fonctionnaliser leur surface avec des
groupements tels que des oligopeptides, des protéines, des anticorps ou des résidus PEG 7).
La condensation du TEOS forme un cceur de silice contenant le fluorophore li¢ covalemment
ou physiquement piégé a lintérieur du cceur, surmonté d’une coque formée par les

groupements PEG du surfactant [*'¥],

2. Caractérisation des nanoparticules

Afin de valider la synthése 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 étre déterminées.

Actuellement, plusieurs méthodes permettent de mesurer la taille des nanoparticules.
Les techniques basées sur la microscopie (microscopie électronique a transmission ou MET,
microscopie a force atomique) renseignent sur la taille et la forme mais ne donnent aucune

information quantitative quant a la dispersité en taille des NPSi.
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En revanche, les techniques basées sur la diffusion de la lumiére (statique ou
dynamique : DLS pour dynamic light scattering) permettent de mesurer la taille et la

2131 Généralement, le rayon moyen des particules mesuré par MET est

dispersion des NPSi !
légérement inférieur a 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 ',

La charge ¢lectrique de surface des NPSi est caractérisée par le potentiel zéta (&), qui
représente la charge globale d’une particule dans un milieu donné. La valeur de & donne une
indication sur les forces de répulsion entre nanoparticules et permet donc de prédire la
stabilit¢ a long terme d’une solution de nanoparticules dans un solvant particulier. Si les
particules ont un & trés négatif ou tres positif (valeur absolue supérieure a 30 mV), elles se

(1781 Les groupements silanol (Si-O") présents a

repoussent et n’ont pas tendance a s’agréger
la surface des NPSi sont ionisés en solution, empéchant ainsi 1’agrégation des particules grace
a leur forte charge négative. Cependant, le pH ou la concentration en sels des tampons
biologiques peuvent étre a I’origine de 1’agrégation des particules ou de I’adsorption de
molécules biologiques a leur surface. La valeur de & peut également servir a vérifier le
couplage des NPSi avec des molécules masquant les charges de surface ou des molécules

chargées par elle-méme '),

3. Avantages de l[éncapsulation d'un fluorophore dans une

matrice de silice

i. Solubilisation de fluorophores hyvdrophobes

En attachant une molécule polaire de dextran a un fluorophore hydrophobe, la
molécule de fluorophore devient alors hydrosoluble. La synthése de microémulsion inverse en
conditions acides crée une interaction électrostatique entre le fluorophore et la matrice de
silice chargée négativement, contraignant le fluorophore a rester a I’intérieur de la matrice de
silice (2'%). Cette méthode de synthése permet donc d’encapsuler de 10 4 100 molécules de

fluorophore trés hydrophobes dans les NPSi '™

. La plupart des fluorophores existants
peuvent étre encapsulés dans une matrice de silice, ce qui permet une diversité de 1’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-a-dire qu’il est
transparent a la lumicre visible et qu’il n’est pas impliqué dans les processus de transfert

d’énergie ou d’¢lectrons. Les propriétés photophysiques des NPSi sont donc uniquement dues

218]

au fluorophore encapsulé '™, A I’inverse, les matrices photoactives telles que celles

rencontrées dans les nanoparticules d’or ou de titane peuvent étre a 1’origine de la

photodécomposition ou de I’extinction de la fluorescence du chromophore 2!,

La fluorescence de I’ensemble cceur / coque des nanoparticules par rapport au

fluorophore libre est fortement améliorée grace a la présence de la coque de silice qui protege

[222]

le fluorophore d’une interaction avec le solvant . Pour les équipes utilisant 1’ajout de

dextran au fluorophore, le ratio de fluorescence entre le fluorophore libre et le fluorophore li¢

[216]

au dextran et intégré dans une NPSi peut atteindre 10* Cette augmentation de

fluorescence s’explique par le fait que le dextran permet de stabiliser le fluorophore a

I’intérieur de la matrice de silice et, en s’intercalant entre les molécules de fluorophores,

[216]

réduit les phénomeénes de quenching de fluorescence . Cet avantage permet de réduire

considérablement la limite de détection dans les échantillons biologiques.

La coque de silice réduit également le processus de photoblanchiment, a 1’origine de la
perte de fluorescence des fluorophores organiques (Figure 23) 1?1, Suite a une irradiation
lumineuse, le fluorophore interagit avec les molécules de dioxygeéne présentes dans le milieu,
ce qui conduit a la création d’especes réactives de 1’oxygeéne qui le transforment ou le

223,224]

détruisent ! . Ces phénomenes de modification ou de destruction du fluorophore sont

[

e, 224 ;
responsables de la diminution irréversible de la fluorescence **!. La présence d’une coque de

silice empéche les réactions entre 1’oxygene du milieu et le fluorophore localisé dans le cceur

. s . . 216
de la nanoparticule, réduisant ainsi le photoblanchiment "%,
TMR-doped nanoparticies B
04 g =
=
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Figure 23 : Courbes de photoblanchiment de la tétraméthylrhodamine seule ou encapsulée dans une
nanoparticule suite 3 une irradiation continue *'

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 a des systémes d’amplification de signal.
Lorsqu’une NPSi est présente dans un organe d’intérét, 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 7.

iii. Biocompatibilité

Bien que des investigations plus approfondies doivent étre menées afin de vérifier
I’absence de toxicit¢ des NPSi due a leur petite taille, il est admis que la silice n’est pas
toxique par elle-méme *'*. 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

(225-228] "1 a libération dans le milieu de culture de la lactate déshydrogénase

mitochondriale
(LDH), enzyme normalement présente dans le cytoplasme des cellules vivantes, est un indice
de la 1ésion des membranes cellulaires et a été également utilisé comme test de cytotoxicité
des nanoparticules 2%,

La toxicit¢ 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

(1532281 mais il n’existe

que les NPSi sont biocompatibles, non toxiques et non antigéniques
que peu de données relatives a leur toxicité in vivo. Cependant, les résultats des tests de
toxicité in vitro sont parfois différents d’un test a 1’autre et les modeles in vitro ne reflétent
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

. . 1
n vivo L 93].

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 **'.

En plus de I’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, I’utilisation de gadolinium permet de repérer
les nanoparticules grace a 1’imagerie par résonance magnétique %, le gallium 68 par une

[233] [150]

gamma caméra ou I’iode 124 par tomographie a émission de positons
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Enfin, les nanoparticules de silice peuvent étre fonctionnalisées par 1’ajout d’agents

234] (2351 afin d’ajouter une

anticancéreux comme un photosensibilisateur *** ou la doxorubicine
composante thérapeutique a leur utilité diagnostique. De telles nanoparticules combinant des
propriétés diagnostiques et thérapeutiques dans une seule et méme particule portent I’adjectif

« théranostique ».

Les QDs et les NPSi sont des nanoparticules fluorescentes dont les propriétés
physico-chimiques (taille, revétement de surface, longueur dlonde 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
étre une alternative intéressante aux méthodes actuelles (colorant bleu et radiocolloide) 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 ceeur, ...) qui les rendent trés attractifs ['**'*3). De récentes
¢tudes ont démontré le fort pouvoir de visualisation du GS par les QDs mais leur contenu en
cadmium, élément trés toxique, exclut leur utilisation en clinique !'*"1*7#¢%37] Les résultats
présentés ici concernent des QDs a base d’indium. D’apres de précédents travaux, les QDs-
indium possédent de bonnes propriétés de fluorescence et une toxicité aigiie locale réduite par

(2381 11 a été prouvé que la migration des traceurs actuellement

rapport aux QDs-cadmium
utilisés est affectée par la présence de foyers métastatiques dans le GS %!, Cependant, a 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 premicre partie de cette
thése, nous avons donc étudié la cartographie des GS métastatiques dans un modele

orthotopique syngénique de carcinome mammaire murin par imagerie de fluorescence a 1’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 I’avantage d’étre biocompatibles. La cyanine 7 est un fluorophore
émettant dans le proche infrarouge qui peut étre intégré dans des NPSi. Une précédente étude
a démontré que les NPSi encapsulant la cyanine 7 peuvent étre utilisées pour I’imagerie

intravitale de tumeurs **”

, 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 1’encapsulation
de la cyanine 7 dans une NPSi ont été évalués. Pour cela, les capacités de migration dans le
GS, la biodistribution, ’excrétion et la toxicité de la cyanine 7 seule ont été comparées a
celles des NPSi. Pour cela, deux types de NPSi ont été étudiés : des NPSi renfermant de la

cyanine 7 de fagon non covalente et de fagon covalente.
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Visualisation du GS grdce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modele métastatique murin

I. Visualisation du ganglion sentinelle grace aux Quantum
Dots indium émettant dans le proche infrarouge dans un

modele métastatique murin de cancer mammaire

A. Resume

Des Quantum Dots (QDs) a base de cadmium émettant dans le proche infrarouge
peuvent étre utilisés afin de repérer le GS par imagerie de fluorescence, mais leur toxicité, due
a la présence de métaux lourds dans leur cceur limite leurs applications. Nos précédents
travaux ont démontrés que les QDs a base d’indium présentent une plus faible toxicité aigiie

locale in vivo que les QDs a base de cadmium.

Cette étude a pour but de démontrer les bonnes capacités migratoires des QDs-indium
dans les ganglions lymphatiques méme 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 cytotoxicit¢ 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 étre visualisé quelques minutes aprés I’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) a différents temps apres injection. La quantité de QDs diminue rapidement au point
d’injection dans les premieres heures suivant 1’administration, avec une augmentation en
paralléle dans les ganglions régionaux, et dans une plus faible mesure, dans le foie et la rate.
Les souris étant hébergées dans des cages a métabolisme, les excrétions (urines et féces) 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 étre un obstacle a sa visualisation en raison de
I’obstruction des vaisseaux et des ganglions lymphatiques par les cellules métastatiques. La
visualisation du GS dans un modéle métastatique a été effectuée suite a I’injection de QDs-

indium chez des souris porteuses de tumeurs.

78



Résultats

Le mode¢le 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 lymphoides des ganglions. Elle est donc
un bon marqueur de I’envahissement métastatique des GS. Tous les ganglions envahis ont pu
étre 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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B. Visualisation of sentinel [ymph 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 of Sentinel Lymph Node with Indium-Based
near Infrared Emitting Quantum Dots in a Murine
Metastatic Breast Cancer Model
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Abstract

Due to its non-invasiveness, high temporal resolution and lower cost, fluorescence imaging is an interesting alternative to
the current method (blue dye and radiocolloid) of sentinel lymph node (SLN) mapping in breast cancer. Near-infrared (NIR)
emitting cadmium-based Quantum Dots (QDs) could be used for this purpose; however, their wide application is limited
because of the toxicity of heavy metals composing the core. Our recent work demonstrated that indium-based QDs exhibit
a weak acute local toxicity in vivo compared to their cadmium-based counterparts. In the present study we confirmed the
weak toxicity of CulnS,/ZnS QDs in different in vitro models. Further in vivo studies in healthy mice showed that In-based
QDs could be visualised in SLN in a few minutes after administration with a progressive increase in fluorescence until 8 h.
The quantity of indium was assessed in selected organs and tissues by inductively coupled plasma - mass spectroscopy
(ICP-MS) as a function of post-injection time. QD levels decrease rapidly at the injection point in the first hours after
administration with a parallel increase in the lymph nodes and to a lesser extent in the liver and spleen. In addition, we
observed that 3.5% of the injected indium dose was excreted in faeces in the first 4 days, with only trace quantities in the
urine. Metastatic spread to the lymph nodes may hamper its visualisation. Therefore, we further performed non-invasive
fluorescence measurement of QDs in SLN in tumour-bearing mice. Metastatic status was assessed by immunohistology and
molecular techniques and revealed the utmost metastatic invasion of 36% of SLN. Fluorescence signal was the same
irrespective of SLN status. Thus, near-infrared emitting cadmium-free QDs could be an excellent SLN tracer.
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Introduction diameter of 7 nm, has been successfully tested for the detection of
SLN in an animal model of spontaneous melanoma [5]. Likewise,
clinical studies have ;1|1‘1‘:1(1}' proven the gnn(] detection rate of
SLN with this technique in various tumour types [6-11].
Nevertheless some  problems related to ICG-HSA  size and
fluorescence stability upon irradiation persist. Fast photobleaching
has been observed and the small size of ICG-HSA results in a rapid
migration from SLN to adjacent nodes a few minutes after
injection [7]. Recently, the evanine dyes, including ICG have been
embedded into lipid nanoparticles (Lipidots) and demonstrated
a fast NIR fluorescence-based detection of SLN in healthy mice
[12]. However, the biodistribution and m zive toxicity related to
cyanine dyes release was not assessed [12]. Quantum dots (QD)
could also be considered as a valuable alternative marker with
regard to their high fluorescence quantum vyield, resistance to

The metastatic status of the sentinel lymph node (SLN) is
a determinant predictor of recurrence and survival [1] and directs
treatment modality [2]. The current method for localising the
SLN consists of an injection of a blue dye and a radiolabelled
colloid [3]. However, both procedures present some disadvan-

tages, such as the use of radioactivity and allergic reactions [4].
The ideal time for injection of the radiocolloid is also not well
established, thus requiring interdepartmental scheduling for this
two-step procedure. New methods based on near-infrared (NIR)
fluorescence imaging are now under consideration. NIR imaging
offers multiple advantages such as deep tissue penetration and high
temporal resolution. An additional benefit is related o reduced
hespitalisation, since the SLN could be detected just few minutes
after NIR tracer injection. photobleaching and adaptable size [13,14]. Several extensive
Indocyanine green (ICG) is the first NIR emitting tracer that reviews address the remarkable photochemical and photophysical
has been used for the detection of the SLN. ICG coupled to properties of QDs [14-16].
human serum albumine (HSA), thus reaching a hydrodynamic
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The first QD studies have shown the possibility of SLN
mapping through the skin after an intradermal or subcutaneous
injection of cadmium-based QDs in healthy mice or pigs [17,18],
spontancous melanoma in mini-swine [5] or xenografted mice
[19]. However, the metastatic status of SLN has never been
addressed in these tumour-bearing animals [5,19]. The visualisa-
tion of the SLN in a metastatic model of cancer is of key
importance, since a distal obstruction of lymphatic channels and
nodes by tumour metastases could prevent the migration of tracers
to SLN, affecting its identification [20].

A major concern with the in vive applications of QDs is their
toxicity, since the surrounding inorganic shell is degraded in viva,
releasing heavy metal ions and as such inducing oxidative stress
and cell death [21,22]. The storage of QDs in the reticulo-
endothelial system and absence of renal elimination for QDs
=535 nm are also problematic [23,24]. Toxicity could be
significantly reduced using cadmium-free QDs. Metals, like copper
and sulphur in combination with indium, could be more attractive
for NIR fluorescence-guided SLN imaging. As we have recently
shown, CulnS,/ZnS QDs possess all requisites for SLN NIR-
imaging, given their emission wavelength in the NIR window
(650-800 nm), their hydrodynamic diameter (~20 nm) and
significantly reduced acute local toxicity compared to CdTeSe/
CdZnS QDs [25].

Therefore, we undertook further investigations of CulnS,/ZnS
QDs biodistribution with inductively coupled plasma — mass
spectroscopy (ICP-MS) up to 7 days after subcutaneous injection
in healthy mice. Selected organs were followed until 3 months
after injection. We further evaluated the QDs-based NIR SLN
visualisation i wize in a metastatic model of orthotopic syngenic
murine breast cancer.

Materials and Methods

Ethics Statement

The animals received care in accordance with established
guidelines of the Federation of European Laboratory Animal
Science Associations. Animal procedures were performed in
compliance with national guidelines and with approval of regional
ethics committee in animal experiment “Nancy-Lorraine — Nord-
Est”. All surgery was performed under ketamine/xylazine or
isoflurane gaseous anesthesia, and all efforts were made to
minimise suffering.

Quantum Dots Characteristics
The synthesis and physico-chemical characteristics of Cd- and

In-based QDs were reported earlier [17,25]. Briefly, batches of

ODs were composed of CdTeSe/CdZnS or CulnSy/ZnS core/
shell with a maximum fluorescence emission at 680 nm and
780 nm  respectively. QDs were then encapsulated in 33%
PEG2000-COOH/66% PEG2000 lipid micelles and purified by
ultracentrifugation.

Cell Culture

4T1 cell line (ATCC, Manassas, VA, USA) derived from a Balb/
¢ spontancous mammary carcinoma was cultivated in RPMI
medium containing 9% inactivated foetal calf serum, 1% penicillin
(10,000 Ul}-streptomycin (10,000 pg/mlL) and 2 mM glutamine.
MRC-5 cell line (ATCC, Manassas, VA, USA) derived from
a normal lung tissue was cultivated in Minimum Essential Medium
(MEM) containing 9% inactivated foetal calf serum, 1% penicillin-
streptomycin, 2 mM glutamine and 1 mM sodium pyruvate. All
culture flasks were kept in a humidified incubator at 37°C and 5%
CO..
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Cell Toxicity Tests

Viability assay. Lffects of OQDs on the viability of MRC-5
cells were evaluated using the MTT assay [21]. Briefly, MRC-5
cells were plated into 96-well plates and after 24 h the culture
medium was replaced by 200 pL. QDs suspension at concentra-
tions of 0-200 nM. After the end of incubation (24 h or 48 h), cells
were washed, 50 uL M'T'T (2 mg/ml) was added to each well and
incubated at 37°C for 3 h. The water-insoluble formazan crystals
were solubilised with dimethyl sulfoxide (DMSO) and optical
density was read on a microplate photometer (Multiskan Ascent,
Thermo Labsystems, Finland) at 540 nm. The results were
expressed as the concentration of QDs inducing 50% of cell
death (IC50) compared to the untreated controls.

Haemolysis test. The method used was reported elsewhere
[26]. Briefly, mice blood stabilised with EDTA was obtained by
intracardiac puncture before sacrifice. Red blood cells were
suspended in phosphate buffered saline (PBS) (negative control),
deionised water (positive control) or different QDs dilutions in
PBS, ranging from 0 to 200 nM. The solutions were incubated for
2 h at 37°C, before centrifugation. The absorbance spectra of the
supernatants at 541 nm were measured with a spectrophotometer
(Lambda 35, Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). The percentage
of haemolysis of each sample was calculated by subtracting the
absorption of the negative control from the absorption of the
sample, divided by the difference in absorption between positive
and negative controls.

Animals

Ten-week-old female Balb/cOlaAnN mice (Harlan, Gannat,
France) were kept in a 12 h light/dark cycle and had access to
food and water ad libitum. A specific purified diet (TD.94045,
Harlan Teklad, Madison, WI, USA) was used to reduce tissue
autofluorescence in the NIR region. The model of lymphatic
metastasis in mice grafted with 4T1 mouse mammary carcinoma
cells was reported earlier [27,28]. Under anaesthesia, mice (n = 53)
were injected subcutancously in the first right fat pad with 40 plL
of 10° 4T1 cells in water solution supplemented with 5% glucose.
Mice were sacrificed when the tumour reached the ethical volume
of 1,000 mm® (about 21 days) and the tumour and the axillary
lymph nodes (ALNs) were removed. Mice were divided into two
groups: in the first group (n=23), tumours and right axillary
lymph nodes (RALNs) were fixed in acetic formalin alcohol (AFA)
for immunohistochemical (IHC) analysis and in the other group
(n=28), wmours and RALNs were rapidly frozen at -80°C for
molecular biology analysis.

Biodistribution Study

Seven groups of animals (n=3 per group) were used for
biodistribution study: one control group received PBS and was
sacrificed 7 days after injection and six experimental groups,
where animals were injected with 20 pmol CulnS,/ZnS QDs and
sacrificed at 1 h, 4 h, 8 h, 72 h, 7 days and 3 months after
injection. Mice were injected subcutaneously (s.c.) in the distal part
of the right anterior paw with 20 pL of PBS or 20 pL of a I pM-
QD solution. The right paw was kneaded to improve product
migration and the RALN were imaged in vivo 5 minutes after
injection. After sacrifice, organs (ALNs, lateral thoracic lymph
nodes (LTLNs), brain, bladder, intestine, spleen, pancreas,
stomach, kidneys, liver, heart, lungs and injection point} were
removed, weighed and stored at ~20°C prior to analysis. Blood
samples were collected through cardiac puncture in heparinised
tubes before sacrifice.



Résultats

Near-infrared Fluorescence Imaging

In vive optical imaging of QDs was performed using a Fluo-
beam'™700 NIR imaging system (Fluoptics, Grenoble, France)
described previously [17]. This system is composed of a 690 nm-
emitting laser and a highly sensitive charge-coupled device camera
with a 750-nm long-pass emission filter. Semi-quantitative data
can he obtained from the fluorescence images using the Image]
14 software. A segmentation protocol (Max Entropy method)
was applied to threshold the image for each organ. Fluorescent
signals were expressed in arbitrary units (A.U.) as the mean
intensity of pixels of the threshold organ.

Inductively Coupled Plasma - Mass Spectroscopy (ICP-
MS)

A Varian 820 MS instrument (Varian, Les Ulis, France) was
used to perform 1CP-MS analyses [17]. Briefly, all samples
{organs, blood and excretions) were dissolved with 70% HNO;
and heated to 90°C until total mineralisation. Each mineralised
sample was solubilised in 25 mlL milli-q water and analysed by
ICP-MS. The limit of indium quantification was 0.05 pg/L. Five
samples of 1 mL QD solutions at 20 nM (20 pmol) were analysed
to correlate for indium concentration.

Immunohistochemistry Staining of Lymph Node Section

Immunochistochemistry was carried out on 5 pm-thick AFA-
fixed paraffin-embedded sections. After rehydratation and antigen
retrieval a primary rabbit monoclonal antibody against mouse
cytokeratin 19 (CK19, Epitomics, Burlingame, CA, USA) diluted
at 1:200 was applied. Afier overnight incubation at 4°C, the
endogenous peroxidases were inactivated and a polymer detection
system anti-rabbit Histofine (Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan)
was applied for 30 min. Peroxydase activity was revealed with the
Novared kit (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) in
accordance with the supplier’s instructions. Sections were finally
counterstained  with - Mayer’s  Hematoxylin - (Dako, Trappes,
France).

RT-qPCR

RNAs from lymph nodes were purified using an AllPrep DNA/
RNA MiniKit (Qiagen, Courtaboeuf, France) in accordance with
the supplicr‘s instructions. ¢DNA  was synthesised using an
iSeript'™ Reverse Transcription kit (BioRad, Marnes-la-Co-
quette, France) in accordance with the manufacturer’s recom-
mendations. A real-time qPCR was performed in iCycler in-'“
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). The reaction mixture

contained 12,5 uL of i(_l.l.'“ SYBR® Green Supermix, 1.5 uL. of
5 UM forward primer, 1.5 WL of 5 uM reverse primer, 4.5 pL of

DNase RNase free water and 5 pL of ¢cDNA. The PCR program
was 95°C for 5 min, 50 cyeles of 957°C for 10 s, 65°C for 30 s,
95°C for 10 s and 60°C for 30 s with a final extension at 60°C for
5 min. The list of the primers is summarised in Table 1 [29,30].
The housekeeping gene B-actin was used as an internal control for
the quantity of ¢cDNA and results were expressed as the ratio
CK19/B-actin. The maximum ratio CK19/B-actin (6.43%1077)
of ALN from healthy mice (n=21) was used as a threshold: SLN
with CK19/B-actin ratio below this value were considered as non-
metastatic, whereas those with greater ratios were considered to be
metastatic.

Statistical Analysis

Means and standard errors (SD) were determined using
standard software, whereas statistical significance between groups
(Mann-Whitney test) was calculated with StatView software (SAS
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Table 1. Sequence of primers used for real-time qPCR of
cytokeratin 19 and 3 actin.

Primer 5¢ —» 3¢ Reference

CK19 Forward TGATCGTCTCGCCTCCTACT [29]
Reverse CAAGGCGTGTTCTGTCTCAA

B-actin  Forward CGTGGGCCGCCCTAGGCACCA 301
Reverse TTGGLCTTAGGGTTCAGGGGGG

doi:10.1371/journal.pone.0044433.t001

Institute Ine, Cary, NC, USAJ; p values <.05 were considered
statistically significant.

Results

Toxicity Tests

Normal MRC-5 human fibroblasts were exposed to increasing
concentrations of CdTeSe/CdZnS- or CulnSs/ZnS-based QDs
during 24 h or 48 h. MT T-assessed cytotoxicity depended on the
core element and time of contact with cells (Table 2). For Cd-
based QDs, the IC5 values vary from 21 nM to 8 nM depending
on incubation time, whereas the same toxicity was achieved for In-
based QI at concentrations of 108 nM and 76 nM (Table 2). 1C5;
values were thus approximately five times lower with CdTeSe/
CdZnS QDs than for In-based QDs.

We further measured QDs-induced haemolysis of red blood
cells (RBC). RBC were incubated for 2 h with increasing
concentrations of QDs and the haemoglobin release was assessed
by measuring the absorbance of the supernatant (Fig. 1). Already
25 nM of Cd-based QDs induced 28% haemolysis with a rapid
increase in haemolytic activity up to 75% at 100 nM and further
stabilisation. No haemolysis was detected for In-based QDs,
irrespective of concentration up to 150 nM (Fig. ).

Detection of the Regional Lymph Node

Adter s.c. injection of 20 pmol of CulnS,/ZnS QDs in the paw,
RALN could be visualised already after 5 min (Fig. 2b, ¢). For
better visualisation, the injection point of QDs was hidden, thus
enabling a precise localisation of RALN (Fig. 2b). Figure 3 displays
the intensity of QDs fluorescence in RALN in vio during seven
days after injection along with the quantification of indium content
in the same mice at the same time intervals, Fluorescence signals
and In content in RALN demonstrate similar increase (r = 0.88)
from | to 8 hours post-injection, followed by a rapid drop of
fluorescence intensity from 8 1o 72 h and a slow decrease until the
end of observation (168 h) (Fig. 3). The In content however

Table 2. Cytotoxicity of CdTeSe/ZnS or CulnS;/ZnS QDs on
normal fibroblasts.

ICs0 (M) 24 h 48 h
QD CdTeSe/CdZnS 21.40:4.42 BA1£329
QD Culn5,/Zn5 108.29£23.66 75.68+6.28

MRC-5 cells viability was assessed by MTT (3-{4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyl lium | ide) assay.

Concentration of QDs causing 50% of cell death (ICss) was measured 24 h or
48 h after exposure,

Data are mean = 5D (n=6 per condition).

doi:10.1371/journal pone.0044433,1002
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Figure 1. Haemolysis of red blood cells after a 2 h-exposure to CdTeSe/ZnS or CulnS,/ZnS QDs. Red blood cells were incubated for 2 h
at 37°C in buffer containing increasing concentrations of CdTeSe/ZnS (close square) or CulnS,/ZnS QDs (open circle) and the absorbance of the
supernatant was measured at 541 nm. Percentage of haemolysis is expressed as the amount of haemoglobin release induced by QDs compared to

that induced by deionised water. Data are mean + SD (n=3).
doi:10.1371/journal.pone.0044433.g001

remains stable (~9% mjected dose-1D) from 8 h until 168 h
(Fig. 3).

Biodistribution and Excretion

As shown in Figure 4, the In concentration is similar in right
lymph nodes (RLNs) and injection point | h after injection
(~40 pg In/g tissue) whereas no indium could be detected in liver
and spleen. At 4 h after injection, the In concentration decreases

at the injection point (14.1620.71 pg In/g tissue), with a simul-
taneous considerable mncrease in the RLNs (147.08231.42 pg In/
o tissue and 132,18+15.77 we In/g tissue for RALN and RLTLN
respectively) and a slight increase of In concentration in both liver
(2.4620.60 pg In/g tissue) and spleen (3.3620.56 pg In/g tissue).
No varations were found for indicated organs until 7 days;
however, a 2 times decrease of In was observed 3 months after
injection. We also demonstrated the presence of indium in the

Figure 2. /n vivo non-invasive fluorescence imaging of mice before or after QDs injection. Mice were subcutaneously injected with
20 pmol of CulnS,/ZnS QDs in the right anterior paw and imaging was performed before (a) or 5 minutes after (b, ¢) administration, b, injection point
(arrow) was not hidden; ¢, injection point was hidden for a better RALN visualisation. Near-infrared imaging was performed with Fluobeam™ system
(exc. 690 nm, em. 700-850 nm). Exposure times were 100 ms (a), 5 ms (b) and 10 ms (c).

doi:10.1371/journal.pone.0044433.g002
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Figure 3. Assessment of QDs fluorescence intensity and indium content at different post-administration times. Kinetics of QDs
fluorescence (open circle) and In content (close square) in the RALN after s.c. administration of 20 pmol of CulnS,/ZnS QDs in mice. The indium
quantity was measured by inductively coupled plasma - mass spectroscopy (ICP-MS) and expressed in percentage of injected dose (% ID). Data are
mean * SD (n=3 per group) and indium quantity values marked with an asterisk were significantly different from corresponding fluorescence values

(p<.05).
doi:10.1371/journal.pone.0044433.9003

plasma samples (0.5420.10 pg In/g tissue) 1 h post-injection with
only traces quantities of In at all other observation times. The
clearance of QDs was assessed in the measurement of the
cumulative doses of In in urine and faeces during the first 4 days
after injection. Negligible quantities of indium (0.3420.04% 1D)
were detected in urine, whereas In excretion with faeces reached
2.97+0.95% 1D during the first 4 days (Fig. 5).

Mapping of SLN in Metastatic Model with In-based QDs

Fifty-three mice bearing 4T 1 tumours were subjected to RALN
m vivo fluorescence measurements before their sacrifice. CKI19
detection in extracted lymph nodes was performed by immuno-
histochemical analysis (n=25) and by RT-qPCR (n=28).

Of 25 lymph nodes analysed by immunohistochemistry, 20 were
metastasis free, whereas isolated tumour cells and metastatic
nodules were detected in respectively three and two mice. Figure 6
displays an example of immunohistological section of metastatic
lymph node. The metastasis detection by RT-qPCR performed in
28 lymph nodes demonstrated the presence of metastasis in 36% of
SLN (Table 3).

All lymph nodes, which revealed CK19 expression, were pooled
and referred as positive SLN (Table 3). The fluorescence intensity
from each SLN was correlated to its metastatic status. As follows
from Table 3, no statistical difference in fluorescence intensity was
detected between positive and negative SLN (p=0.1733). The
mean fluorescence intensity in non-metastatic lymph nodes was
averaged to 17.71%7.38 (n=38), whereas positive SLN yielded
20.15%7.10 (n=15) (Table 3).

Discussion

NIR imaging could be an interesting alternative to the current
method using blue dye and radioactive colloid for the visualisation
of SLN in breast cancer surgery. Despite the excellent in vivo
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fluorescence properties of Cd-containing QDs [15], their toxicity,
due to the release of Cd** ions in the biological environment is
us drawback for clinical applications [31]. We have recently
considered indium-bhased QDs, which are characterised by a bright
fluorescence and a reduced acute local toxicity in lymph node
[25]. Indeed, the onset of inflammation occurred at a 10 times
higher concentration for CulnS,/ZnS QDs than for their Cd-
containing counterparts [25].

In the present paper we extended the comparative study of
toxicity between two types of QDs. Haemolytic capacity is
regarded as a reference test to study nanoparticles interaction
with blood [32-34]. Whereas CdTeSe/CdZnS QDs induce 50%
haemolysis at a coneentration of 56 nM, no haemolysis was found
at all applied concentrations of CulnS,/ZnS QDs (Fig. 1).
Mitochondrial activity of fibroblasts subjected to QDs demon-
strated 5 to 10 times reduced toxicity of CulnS,/ZnS compared to
cadmium-based QDs (Table 2). These results are similar to the
cytotoxicity of fibroblasts subjected to cyanine (Cyi)-loaded
Lipidots (1C5,=75 nM) [12]. They are also in agreement with
previous studies which suggest that indium-based QDs are less
toxic than their cadmium-based counterparts and are thus more
suitable for biomedical applications [35,36]. A weak in vive and in
vitro toxicity of In-based QQDs encouraged us to further test these
nanoparticles in healthy and tumour-bearing mice.

QD-induced fluorescence in the RALN could be detected as
carly as 5 min after s.c. injection of 20 pmol of CulnS,/ZnS QDs
in the paw (Fig. 2). The presence of QDs in the RALN has been
confirmed by the measurement of indium content by ICP-MS
(Fig. 3). An increase in both parameters was noted in the first
hours post-injection indicating the integrity of the QDs. While the
In content, as observed by mass spectrometry, remained stable

with time, we observed a decrease in fluorescence intensity starting
at 8 h post-injection. This could be related to the bio-degradation
of QDs in an oxidative environment, despite capping of the QD
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Figure 4. Biodistribution of QDs in selected organs and tissues in function of time after injection. Mice were subcutaneously injected
with 20 pmol of CulnS;/ZnS QDs in the right anterior paw. Blood samples were collected through cardiac puncture. Mice were then sacrificed at 1 h,
4 h, 8 h, 3 days, 7 days and 3 months after injection and organs were subjected to mass spectroscopy (ICP-MS). The indium concentrations in RALN,
RLTLN, injection point, spleen, liver and blood were expressed as the quantity of indium (in pug) per gram of tissue or per milliliter of blood. Data are

mean * 5D (n=3 per group).
doi:10.1371/journal.pone.0044433.9004

cores by ZnS. It is possible that the ZnS capping loses a sulphur
atom, leaving the core vulnerable to oxidation with the formation
of oxides and eventually loss of QD fluorescence [21].

Potential sites of QD toxicity and elimination can be deduced
from our biodistribution study. After s.c. injection in the paw, QDs
strongly accumulate in the RLN (Fig. 4). QD retention is confined
to regional lymph nodes only since no fluorescence was visible in
other lymph nodes (cervical, inguinal, etc) pointing out that QDs

45 -

4,0 -

Indium quantity (% ID)

do not migrate further into the lymphatic system. This observation
could be advantageous in clinical settings since one of the pitfalls of
SLN biopsy consists of the false positive samples related to the fast
migration of the dye across the lymphatic chain. A fast increase in
In concentration in lymph nodes from 1 h to 4 h after injection is
consistent with the decrease of In concentration at the injection
point in the same time span. Despite the fact that a major part of
In was retained in the lymph nodes, no signs of toxicity could be

Faeces
Unnes

3.5-‘
3.0—-
2,5-
2,0‘:
1.5-‘
1.0-
0.5-‘
0,0 ]

D1 +2 D1 +2+3
Post-injection days

D1 +2+ 3+4

Figure 5. Cumulative indium content in excretions of mice after subcutaneous QDs administration. Mice were subcutaneously injected
with 20 pmol of CulnSy/ZnS QDs, urine (white) and faeces (gray) were collected daily and subjected to mass spectroscopy (ICP-MS). The indium
contents were cumulated every day and were expressed as percentage of injected dose (% ID). Data are mean = 5D (n=3 per group).

doi:10.1371/journal.pone.0044433.9005
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Figure 6. Histology of sentinel lymph node sections of tumour-
bearing mice. Sections were subjected to CK19 immunchistochem-
istry and hematoxylin staining. Black scale corresponds to 100 um, the
arrow indicates the metastatic invasion of the cortical sinus.
doi:10.137 1/journal. pone.0044433.9006

detected in theses organs [25]; also the mice did not present any
signs of abnormal behaviour or weight loss for up to 7 days after
injection (data not shown). Similarly, Castronovo et al. observed
that intravenous injection of hydrated indium comparable
concentrations (0.4 mg In/kg body weight) vielded only a diffuse
and mild inflammation in the liver, without noticeable damage to
the kidneys [37].

In the clinical context, the resection of the injection site, which is
the original source of QDs migration, can be performed within the
first 15 min following injection, thus minimising QDD accumulation
in non-lymphatic sites.

The cumulative dose of In was 10 times higher in facces (~3%
ID) compared to urine (~0.3% 1D) (Fig. 5). Faecal excretion of In
after intratrachcal or oral instillation of InP in rats was
demonstrated earlier [38] and was suggested as a major route of
elimination. The size of our nanoparticles is also in favour of
hepatobiliary excretion. For renal excretion, the nanoparticles
must have a hydrodynamic diameter smaller than 5.5 nm in order
to be filtered by the kidney [24], whereas that of CulnS,/ZnS
QDs used in our study reaches ~20 nm [25]. Conflicting data
were reported on heavy metal elimination in pre-clinical models. A
high recovery of In was observed in facces (73% 1D) of rats afier
intratracheal administration of InP [38], while CdSe/ZnS QDs

in the right anterior paw.
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were sequestered in the liver of rats (36.4%1D) after i.v. injection
and were not detected in the excretions during several weeks [39].
At three months after In-based QD injection, the quantity of
indium in the liver was reduced by more than 50% (5.0=0.9 vs.
1.0£0.3 pug In/g tssue, Fig. 4), thus further supporting hepato-
biliary elimination. However, in order to translate these findings o
humans, long-term experiments are required in pre-clinical
models.

It seems interesting to make an approximation of the remaining
quantity of QQDs in clinical setting. A good visualisation of the SLN
with Cd-based QDs was reported after an injection of 400 pmol in
35 kg of Yorkshire pigs [18]. Considering that SLN were located
at the depth of 1 em in pigs, whereas the depth of SLN localisation
in humans is of 3-6 em, the dose of 2.4 nmol CulnS,/7ZnS QDs
could be required for SLN visualisation, i.e. 900 pg indium. A
large part of OQDs will be eliminated during the excision of both
SLN and wimour burden at | h post-administration. Our present
study demonstrated that the remaining quantity of In in the body
of mice at | h after injection is about 17% (ca. 157 pg). The daily
In consumption in humans is ahout 8 pig/day/person according to
the National Toxicology Program [40]. Thus, compared to the
annual In consumption (2920 pg). the remaining quantity of In in
the body after QDs injection represents 5%. Except of occupa-
tional exposure to inhaled indium [41,42], toxicology studies of
indium in human body are sparse. Indium and indium oxide are
not listed as human carcinogens by different official organisations
(US Occupational Safety and Health Administration, Canadian
Centre for Occupational health and safety, European Economic
Community, etc). It may be therefore supposed, that such a small
increase in In concentration in the body is not harmful. Further,
given the extremely low rate of photobleaching of QDs, the
fluence rate of the imaging system may be increased at least one
order, resulting in a significantly reduced QDs injected dose and
ased remaining In concentration.

Metastatic invasion of lymph nodes may modify the uptake of
tracers  [20,43,44]. Therefore, the possibility of fluorescence
mapping of lymph nodes upon their distal obstruction by tumour
metastases is of major importance. The metastatic status of lymph
nodes was assessed by CK19 detection using immunohistochem-

a dec

istry and molecular biology approaches. CK19 is a member of the
intermediate filaments found in the intracytoplasmic cytoskeleton
of epithelial tissues [45] and is considered as a good marker for
metastatic involvement of lymph nodes [46]. The gRT-PCT
technique, which is more sensitive than immunohistochemistry,
showed 33.7% of positive nodes vs. 20.0% detected by THC
(Table 3). The observed level of metastatic invasion is similar to
that reported in the clinical study, conducted in 274 breast cancer
patients where 36.4% positive and 63.5% negative lymph nodes
were detected [47]. Fluorescence measurements demeonstrated that

Table 3. Mapping of sentinel lymph node (SLN) of tumour-bearing mice 15 min after sc. injection of 20 pmol of CulnS,/ZnS QDs

Techniques of CK19 detection Nodal status Node affected In vivo SLN fluorescence (A.U.)
IHC + 20.00% (5/25) 21.90+7.20
- 80.00% (20/25) 15.73£4.19
RT-gPCR + 35.71% (10/28) 19.17+7.28
- 64.29% (18/28) 19.90£9.45
Metastatic cells were detected in lymph node by CK19 using i ohistocth

(]

Data are mean = 5D,
doi:10.1371/journal.pone. 00444331003
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all positive nodes could be visualised with NIR emitting QDs and
no statistical difference in fluorescence intensity was established

between positive and negative nodes (Table 3).

Thus, the

migration of QDs into the lymphatic system is not affected by
the presence of metastatic cells, even when they are in the cortical
sinus (Fig. 6).

In summary, indium-based QDs presenting a reduced in vitro

and m v toxicity, are good tracers for SLN NIR fluorescence
mapping in a metastatic murine breast cancer model. Further
improvements of surface chemistry are nevertheless required to
achieve faster body elimination of CulnS,/ZnS QDs.
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Détection du GS a llaide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge

II. Détection du ganglion sentinelle a llaide de
nanoparticules de silice renfermant un fluorophore

émettant dans le proche infrarouge

A. Resume

Les précédents travaux du laboratoire se sont portés sur la visualisation du GS par
imagerie de fluorescence a I’aide de Quantum Dots (QDs). La composition du cceur des QDs
(cadmium ou indium) est un facteur influengant fortement leur toxicité. Bien que de récentes
¢tudes démontrent la faible toxicité des QDs, les travaux doivent cependant €tre poursuivis
sur le long terme afin de s’assurer de ’innocuité des QDs. Une alternative aux QDs serait
’utilisation de nanoparticules fluorescentes composées d’¢léments 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 I’intérét de 1’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 I'utilisation
de solvants toxiques nécessaires a la solubilisation de la cyanine 7 hydrophobe. La cyanine 7
¢tant une petite molécule, elle diffuse rapidement dans les tissus, ce qui nuit a 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 li¢ée de fagon non covalente a la matrice de silice, elle peut en étre
libérée au cours du temps. La cyanine 7 adopte alors le méme 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 fagon non
covalente a la silice est toxique lorsqu’elle est mise en contact avec des fibroblastes. En
revanche, lorsque la cyanine 7 est liée de fagon covalente, aucune toxicité n’a pu étre mise en

évidence jusque 8 pg.mL™" de cyanine 7.
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Résultats

Des différences de migration dans le ganglion axillaire droit (GAD) en fonction de la
méthode de synthése 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
¢tudes 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 feces. 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 étre décelées
entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les NPSi jusque 3 mois apres

I’injection.
L’utilisation de NPSi renfermant de facon covalente la cyanine 7 (émission dans le

proche infrarouge) est bien adaptée a la visualisation du GS par imagerie de fluorescence et

ces nanoparticules ne semblent pas étre toxiques a long terme (3 mois).
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B. Materiels et meéethodes

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).

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 polystyréne 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 d¢ 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 (Foréne®) vient de chez Abbott (Paris, France), la kétamine (Ketalar™) de

chez Panpharma (Fougéres, France) et la xylazine (Rompun®™) de chez Bayer Pharma

(Puteaux, France).
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Reésultats

2. Appareils de mesure

L’absorbance des solutions a été¢ déterminée avec un spectrophotomeétre (Lambda 35,
Perkin Elmer, Courtabeeuf, France) ou avec un lecteur de microplaque (Multiskan Ascent,
Thermo Labsystems, Courtabceuf, France) et les spectres de fluorescence avec un
spectrofluoriméetre (LS 55, Perkin Elmer, Courtabceuf, France). La sphére d’intégration
(Labsphere RSA-PE-20) provient de Perkin Elmer (Courtabceuf, France).

Les mesures de taille et de potentiel { ont ét¢ déterminées par DLS (pour Dynamic
light scattering) a 1’aide d’un Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire,
Royaume-Uni). Le microscope électronique en transmission a 80 kV utilisé est le CM100

(Philips/FEI Corporation, Eindhoven, Holland).
3. Nanoparticules de silice
i. Principe de la synthése des NPSi

La syntheése de ces NPSi est basée sur la o
HO H
formation directe de micelles de Pluronic® F127 dans {/\"m )65\(/\0}1,,“
PEG PPO PEG

I’eau. Le Pluronic® F127 est un surfactant composé

Pluronic® F127

d’un groupement hydrophobe poly(propyléne) oxyde

(PPO) sur lequel sont attachées deux chaines de PEG  pigure 25 : Structure moléculaire du

: ®
hydrophiles (Figure 25), qui forme des micelles en ~Fruronic” F127

conditions acides.
Le TEOS est un précurseur apolaire de silice. En présence d’une solution micellaire, il
diffuse et s’accumule spontanément dans le cceur hydrophobe, ou les réactions d’hydrolyse et

de condensation conduisent a la formation de la NPSi (Figure 26).

N

M s N
”m l 74)\'-'\“'

Figure 26 : Représentation de la synthése des NPSi par llintermédiaire du Pluronic® F127 2

Le fluorophore choisi pour étre 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 étre fonctionnalisé facilement en conditions douces, ce qui permet de

conserver ces caractéristiques spectrales et son rendement quantique de fluorescence.
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Il existe deux fagons de placer un fluorophore a I’intérieur des NPSi: par une
encapsulation spontanée (liaison non covalente) ou en [’attachant de fagon permanente

(liaison covalente).

Cyanine 7 liée de facon non covalente a 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 coeur des
micelles. Une étape de purification permet d’éliminer toutes les molécules de fluorophores qui

n’ont pas €t insérées dans la matrice de silice (Figure 27).

Figure 27 : Représentation schématique de I'encapsulation de la cyanine 7 dans les NPSi

Afin d’ajouter des charges négatives aux NPSi, des groupements -COOH peuvent étre
greffés sur le Pluronic® F127 avant I’étape de formation des micelles. Dans les lots de NPSi
utilisés, le pourcentage de surfactant modifi¢ par des groupements carboxyliques varie de

10 % a 40 % (Tableau 5).
Tableau 5 : Variation du revétement de surface des NPSi encapsulant la cyanine 7 de facon 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 facon covalente a la matrice de silice

Afin de limiter 1’éventuelle libération du fluorophore encapsulé dans la matrice de
silice et d’augmenter le pourcentage d’incorporation, la cyanine 7 a été liée de fagon
covalente a I’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).

e .
an J

Figure 28 : Représentation schématique de la synthése de la liaison covalente de la cyanine 7 dans les NPSi

7 sil

Différents lots de NPSi ont été synthétisés par ce processus, avec un pourcentage de

surfactant modifié par des groupements carboxyliques variant de 15 a 60 %, et ont été appelé

F21.
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Tableau 6 : Différences de revétement 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 synthése a été utilisée afin d’apporter des charges négatives aux
NPSi cov.
A partir du lot F21-1 (contenant 0 % de groupements o)
. . , . . + *)J\/\(')t'OH
-COOH), le cceur de silice a subi une étape de passivation avec Na O Si
OH
différentes quantités (de 0,05 % a 0,4 % par rapport a la quantité de
Figure 29 : Formule du
précurseur de silice) de carboxyethylsilanetriol (CEST) chargés carboxyethylsilanetriol

négativement. Cette famille de NPSI cov. a ét¢ nommée F25.

Tableau 7 : Différences de revétement 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. Synthése chimique des NPSi

Les nanoparticules de silice (NPSi) ont été synthétisées par le Dr. Enrico Rampazzo
appartenant a 1’équipe du Pr. Luca Prodi du département de chimie "G. Ciamician" de
I’Université de Bologne (Italie).

La synthése des NPSi encapsulant la cyanine 7 de facon non covalente a été¢ décrite

1. 1. La synthése des NPSi dont la cyanine 7 est

récemment dans 1’article de Rampazzo et a
liée de facon covalente a la matrice de silice nécessite une étape supplémentaire de
fonctionnalisation du fluorophore avec un dérivé de silicium (APTES).

La famille F21 a été synthétisée a partir de solutions contenant différents pourcentages
de Pluronic® F127 - COOH (Tableau 6). La famille F25 a été synthétisée a 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

(2401 hermettant ainsi de déterminer leur

par la mesure de la diffusion statique de la lumiére
coefficient d’absorption. La concentration en cyanine 7 dans les NPSi a ainsi pu étre 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 a 760 nm)

des NPSi ont été écrits apres 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 a

I’aide des spectres de fluorescence (absorbance < 0,1 sur ’ensemble du spectre) selon

F 2
Dy = Dy — (“_x)

Fsr \ngp

I’équation suivante :

Equation 1 : Formule utilisé pour le calcul du rendement quantique de fluorescence des NPSi
avec ST et X indiquant le standard et le test, respectivement, @, le rendement quantique de fluorescence, F, Iaire
intégrée sous le spectre de fluorescence modifié et n, I’indice de réfraction du solvant.

Les standards utilisés sont la rhodamine 6G en éthanol (® = 0,53), la rhodamine B en
¢thanol (@ = 0,49), le cresyl violet perchlorate en méthanol (® = 0,54) et le vert
d’indocyanine en DMSO (® = 0,13).

ii. Taille

Le diametre hydrodynamique des NPSi a été établi par la technique de diffusion
dynamique de la lumicre (DLS) grace a une diode laser a 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 caractére monodisperse des NPSi est donné par I’indice de polydispersité (PdI).

La taille géométrique du cceur des NPSi a été déterminée par microscopie €lectronique
a transmission (MET) a 80 kV. Une solution de NPSi (0,40 uM) 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 a celles obtenues par DLS puisque la technique
MET ne permet d’observer que le cceur de silice : les chaines de PEG du Pluronic® F127 ne

peuvent pas €tre détectées par contraste.

iii. Potentiel zéta
Le potentiel zéta ({) des différents lots de NPSi a été déterminé grace au Zetasizer

NanoZS. Tous les échantillons ont été placés dans les conditions suivantes : [NPSi] = 2 uM,

[PBS] = 1 mM, [KCI] = | 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 €té incubées a 1’obscurité
pendant 7 jours a 37°C dans du PBS contenant 2 mg.mL™" de protéines (BSA).

Des spectres d’émission de fluorescence sont réalisés avec un spectrofluorimétre apres
différents temps d’incubation (1 h,2 h,4h, 6 h, 1j,2j,3j,4jet7])et50 uL de Triton X-
100 dilu¢ 10 fois (masse : masse) dans de ’eau distillé sont ajoutés apres la mesure de chaque

spectre afin de vérifier 1’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 feetal inactivé, 1 mM de
pyruvate de sodium, 2 mM de glutamine et 1 % de pénicilline (10 000 UI) - streptomycine
(10 000 pg.mL™). Les cellules ont été cultivées en monocouche dans un incubateur humide a
37°C contenant 5 % de CO; 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 viabilit¢ des cellules MRC-5 a été évalu¢ grace au test
MTT *!1. Bri¢vement, les cellules MRC-5 sont cultivées en plaque 96 puits pendant 24 h puis
le milieu de culture est remplacé par 200 pL d’une suspension de NPSi dont la concentration
varie de 0 a 1 uM. Apres 24 h d’incubation, les cellules sont lavées et 50 pL. de MTT a
2mgmL" sont ajoutés a chaque puits. Les cristaux de formazan se forment pendant
I’incubation de 3 h a 37 °C puis ils sont solubilisés par 1’ajout de DMSO. La densité optique a
540 nm de chaque puits est mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaque et les résultats sont
exprimés selon la concentration de nanoparticules induisant 50 % de mort cellulaire (ICso) 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 24#2*4,
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La déstabilisation de la membrane des globules rouges (GR) est facilement
visualisable par la libération de I’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
I’EDTA. Les GR sont lavés puis mis en contact avec du PBS (témoin -), de I’eau distillée
(témoin +) ou différentes concentrations de nanoparticules (de 5 nM a 1 uM). Les solutions
sont ensuite incubées 2h a 37°C avant centrifugation. Les spectres d’absorbance du
surnageant sont mesurés a I’aide d’un spectrophotomeétre et le pourcentage d’hémolyse de

chaque échantillon est calculé a partir de I’absorbance a 541 nm, selon I’équation suivante :

A, — A

—= " %100
Ay — A

Equation 2 : Calcul du pourcentage d hémolyse de chaque échantillon
A indique 1’absorbance des solutions a 541 nm, S ’échantillon, T le témoin négatif et T" le témoin positif.

8. Expérimentation animale

Des souris Balb/cOlaAnN (Harlan, Gannat, France) agées de 10 semaines sont
maintenues dans un cycle jour/nuit de 12 h et ont eu acces a la nourriture et a 1’eau ad libitum.
Une nourriture spéciale purifiée et dépourvue d’éléments fluorescents (TD 94045, Harlan
Teklad, Madison, WI, USA) a été utilisée pour réduire 1’autofluorescence des tissus dans le
proche infrarouge. Les animaux ont ét¢é manipulés avec soin en accord avec les instructions
nationales vis-a-vis de 1’expérimentation animale. Toutes les expériences ont été réalisées
sous anesthésie gazeuse a I’isoflurane & ’aide de I’Univentor 400® (Genestil, Royaucourt,
France) ou suite 4 une injection intrapéritonéale d’une solution de kétamine (90 mg.kg”

masse corporelle de souris) / xylazine (9 mg.kg" masse corporelle de souris).
9. Imagerie de fluorescence proche infrarouge

i. Modification du systéeme d[imagerie de fluorescence proche infrarouge Fluobeam"

L’imagerie optique in vivo des nanoparticules de silice a été réalisée en modifiant
I’imageur de fluorescence Fluobeam' 700 (Fluoptics, Grenoble, France). Ce systéme doté
une seule longueur d’onde d’excitation (laser a 690 nm) et d’un filtre d’émission passe-haut a
750 nm n’est pas idéal pour 1’excitation des nanoparticules de silice, dont le pic d’excitation
se situe au-dela de 750 nm.

Une diode laser a 739 nm (Biolitec AG, Jena, Allemagne) a été utilisée pour une
meilleure excitation des nanoparticules et des filtres a 1’émission ont été ajoutés afin

d’empécher le recueil de la longueur d’onde d’excitation (Figure 30).
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La puissance de la diode a été fixée a 100 mW, ce qui correspond a une puissance a la

surface de 1’échantillon, a 15 cm de la fibre, d’environ 3,5 mW.
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Figure 30 : Schéma du systéme d'imagerie in vivo de fluorescence proche infrarouge modifié

ii. Etude de biodistribution sur souris saines par imagerie de fluorescence

Les souris ont recu une injection sous-cutanée dans la patte antérieure droite de 20 L.
de PBS (témoin) ou de 20 pL d’une solution de nanoparticules a 15 uM (groupes
expérimentaux). La patte a ensuite été massée afin de faciliter la capture des nanoparticules
par le systéeme lymphatique et leur migration jusqu’aux ganglions. La région axillaire des
souris a été dépilée avec une créme dépilatoire commerciale afin de limiter 1’autofluorescence
de la zone d’intérét due aux poils.

La caméra CCD du Fluobeam ' ajustant I’intensité de fluorescence de I’image entiére
sur le pixel le plus brillant, le point d’injection a ét¢é masqué pour permettre une meilleure
visualisation de la région d’intérét pour les images in vivo. Apres sacrifice par dislocation
cervicale, les organes ont été disséqués puis visualisés ex vivo par le systéme d’imagerie de
fluorescence infrarouge modifié décrit précédemment. Les souris ont été hébergées dans des

cages a 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 a des temps d’exposition permettant la meilleure visualisation des organes
d’intérét possible sans saturation du signal. Les images ont ensuite été analysées a 1’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-aprés. L’image du bruit de fond est tout d’abord
soustraite a I’image d’intérét puis un filtrage médian permet de supprimer certains pixels

bruitant I’'image.
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Une étape de seuillage par la méthode MaxEntropy conduit a la délimitation de
I’organe d’intérét puis la moyenne de I’intensité de chaque pixel de la zone d’intérét est
mesurée. Afin de comparer les images d’'un méme organe entre elles, cette valeur de
fluorescence est divisée par le temps d’exposition de I’image. La fonction « lookup
table 16 colors» du logiciel Image] a permis de convertir I’image en niveaux de gris du
Fluobeam' en une image présentant un dégradé de couleur en fonction de Iintensité de

fluorescence des pixels. Cette représentation facilite la lecture et ’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 €tre déterminée a partir de 1’intensité de fluorescence observée en surface de
I’organe d’intérét. Les différences de propriétés optiques entre deux organes sont liées a leurs
variations de composition, de structure et de fonctionnement. Les deux parameétres majeurs
régissant I’atténuation de la lumiere dans les tissus sont I’absorption et la diffusion.

L’absorption d’un photon par une molécule est possible lorsque son énergie
correspond a une transition d’énergie électronique ou vibrationnelle de cette molécule.
L’énergie du photon absorbé peut étre réémise sous forme d’un photon de fluorescence, étre
transformée en chaleur ou servir a la conversion de la molécule dans un état triplet. La

variation d’intensité d’un faisceau lumineux dans un milieu absorbant non diffusant est

. : : dI . : .
donnée par I’expression suivante : — = Ha dx, avec u, le coefficient d’absorption, qui

représente la probabilité qu’un photon soit absorbé par unité de longueur de chemin dx et dI,
I’intensité du faisceau collimaté. De cette équation, découle la loi de Beer-Lambert qui décrit
I’atténuation de flux lumineux dans un milieu absorbant d’épaisseur x : I(x) = Iy exp(-u.x), ou
I(x) est I’intensité transmise et /, I’intensité incidente.

La diffusion de la lumiére 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 lumicre 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, 1’intensité de la lumiére diffusée varie

r . . r / . dr \ 7 .
avec I’épaisseur de tissu traversé selon I’équation : T = s dx ou u, représente le coefficient

de diffusion.
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Le facteur d’anisotropie g est défini comme le cosinus de 1’angle moyen de diffusion.
A partir de pg et g, le coefficient de diffusion réduit p’s est déterminé par 1’équation :
uld = us (1 - g). L’atténuation globale de la lumiére dans un milieu diffusant et absorbant est

caractérisée par le coefficient d’extinction s, qui se calcule selon I’équation suivante :
Hor =+3a (M + 1) Dans le proche infrarouge, le coefficient de diffusion étant trés grand devant

le coefficient d’absorption, I’équation devient : *“7 ‘JT#

Afin de déterminer I’importance de la diffusion et de 1’absorption de la lumicre en
fonction des organes, les coefficients d’absorption (), de diffusion réduit (u’s), d’extinction
effectif (Uesr) de la lumiere et le coefficient d’anisotropie (g) ont été calculés sur les organes
(foie et reins) de souris saines (n = 10) a deux longueurs d’onde : 740 nm, qui correspond a 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 étre diffusée ou absorbée. La transmittance
correspond a la quantit¢ de lumiere transmise par (c’est-a-dire passant au travers)
I’échantillon, normalisée par 1’énergie incidente. La réflectance correspond a la quantité de
lumicere réfléchie par I’échantillon, normalisée par la quantité d’énergie du faisceau entrant.

Ces trois caractéristiques d’un échantillon sont mesurées a 1’aide d’un
spectrophotomeétre, muni, pour les mesures de la réflectance et de la transmittance, d’une

sphére d’intégration de diamétre 50 mm (Figure 31).
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Figure 31 : Schéma optique de la sphére d'intégration, vue du dessus

Le trajet optique de la lumiére incidente est matérialisé par les fléches, le port d’entrée de la sphére est appelé
port de transmittance, le port de sortie, port de réflectance et les miroirs sont précisés en M. L’intérieur de la
sphere qui contient les détecteurs est constitué de Spectralon, un matériau garantissant une réflectivité de 99 %.
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Les valeurs de transmission collimatée (M), de transmittance (Mr) et de réflectance
(MRr) pour un échantillon se calculent avec les équations suivantes, grace au schéma de

mesures précisé dans la Figure 32 :

.IMA _ A-qér:h - 'qunair J'L’f?v _ Té:‘,‘h - Tnon' Mg = Réch - Rnoir
blanc = “‘noir Tbianc - Tnoir Rbianc - Rnoz’r

Equations 3, 4 et 5: Formules utilisées pour le calcul de la transmission collimatée (M,), de la
transmittance (Mr) et de la réflectance (Mg) d[un échantillon

Blanc Echantillon Noir

.. il g p g p i
Transmission

collimatée 1 h h : T il :: i

7 N —~ .

. | g p 1 h
Transmittance

O 5O b O
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) f g p g p g
Réflectance
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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 a la mesure du bruit de I’appareil sans échantillon et le noir, a 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 p,, le coefficient de diffusion
réduit p’s et le facteur d’anisotropie g a partir de la mesure de la transmission collimatée, de la

transmittance et de la réflectance **%%. Le coefficient d’extinction effectif Lesr @ €té calculé
Jupﬂ' = V' 3-“”#.:

Cette méthode a été préalablement validée avec des billes de polystyréne en

selon la formule suivante :

comparant les résultats obtenus en appliquant la méthode IAD avec ceux obtenus avec un

247 . i s , . e s g A
2471 1.3 faisabilité¢ de la méthode sur des tissus a ensuite été vérifiée a

[248]

calculateur de Mie

I’aide de fantémes de tissus mammaires dont les propriétés optiques sont connues

11. Extraction chimique de la cyanine 7

Apres dissection, les organes et excrétions des souris (point d’injection, GAD, foie et
féces) ont subi une extraction chimique afin de libérer leur contenu en cyanine 7 et de le doser
par spectrofluorimétrie. Pour cela, 10 pL.mg”’ de tissu d’une solution d’extraction
(EtOH:DMSO:acide acétique 80:20:1) et 2 uL de NaF a 36 mg.mL"' ont été ajoutés aux

organes. L’échantillon a ensuite été¢ broyé¢ mécaniquement puis soniqué 15 min.
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Aprés une centrifugation de 5 min a 12 000 g, la fluorescence du surnageant a été
mesurée a ’aide d’un spectrofluorimetre. La concentration en Cy7 des échantillons a été
déterminée a 1’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 méme 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 a différents temps apres 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 €tre néfaste a I’organisme entier.

Le foie étant I’organe principal de stockage des nanoparticules, I’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. Aprées sacrifice, les organes ont
¢té 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

Apres sacrifice des souris, les foies ont été fixés pendant une nuit dans de I’AFA
(alcool formolé acétique) puis inclus en paraffine. Des coupes de 5 um ont été réalisées puis
colorées par HES (Hématoxyline Eosine Safran). Les lames ont ensuite été lues par le
Dr. D’Hallewin a la recherche de changements morphologiques entre les foies des souris

« témoin » et ceux des souris ayant recu 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) refléte 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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Aprées déphosphorylation et en condition basique, ce produit prend une couleur jaune
qui peut étre détectée par la mesure spectrophotométrique de I’absorbance a 405 nm.
L’intensité de la coloration est donc proportionnelle a I’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 grace au kit commercial
SensoLyte®, conformément aux instructions fournies. Bri¢vement, une droite étalon
représentant 1’absorbance a 405 nm en fonction de la quantité d’enzyme a été établie a partir
d’une solution de phosphatase alcaline de concentrations connues et variables. Les
¢échantillons ayant subi le méme traitement que la gamme étalon, leur absorbance a 405 nm a

été reportée sur la courbe afin de connaitre la quantité d’enzymes présentes dans le sérum.

13. Analyses statistiques

Les moyennes, les valeurs d’erreur standard a 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 étre obtenus que dans une solution apolaire telle que le méthanol (Figure 33 A). En
revanche, les spectres des NPSi hydrophiles ont ét¢ 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 fagon non covalente en PBS.

C. Nanoparticules de silice avec la cyanine 7 liée de facon 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 utilis¢ 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 complétement
(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 étre utilisé dans les milieux biologiques en évitant I’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 1’absorbance. Ce décalage du pic d’absorption vers les grandes longueurs
d’onde est typique d’une modification de I’environnement de la cyanine 7, a 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" de BSA (courbes vertes).

Les concentrations de cyanine 7 dans les solutions de NPSi a 15 uM ont été
déterminées a 0,173 mg Cy7.mL’, 0,20 mg Cy7.mL" et 0,120 mg Cy7.mL" pour la
cyanine 7 liée de facon 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 coeur des NPSi (Figure 35 A, C et D), le diameétre hydrodynamique
(Figure 35 B) et le potentiel { ont ét¢ mesurées afin de comparer les lots de NPSi. Les
résultats sont donnés dans les Tableau 8, Tableau 9, Tableau 10. Etant donné la faible
sensibilit¢ de D’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 étre considérés avec prudence.
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Figure 35 : Taille des NPSi par MET et DLS
Analyse de la taille de I’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.
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Tableau 8 : Caractéristiques de la cyanine 7 et des NPSi renfermant la cyanine 7 de facon non covalente

Echantillon | %COOH | [Cy7]*| &° Aabs | Aem” | SSY | QY | D¢ Dy’
Cyanine 7 - - 1,3.10° | 815 | 840 | 25 | 0,03 - -
R289(1)DIA 10 28
R289(2)DIA | 20 2 28
R289()DIA | 30 0173 | 5515 | 830 | 841 | 11 | 011 [10£1.0 g
R289(4)DIA | 40 32

* mg Cy7.mL'1 - ® coefficient d’extinction molaire, M".cm™ ; € nm, ¢ Stokes shift, nm ; ¢ rendement quantique de

fluorescence ; ' taille du ceeur (MET), nm ; ¢ diamétre hydrodynamique (DLS), nm.

Tableau 9 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de facon covalente de la famille F21

. % Potentiel {* | [Cy7] c d d e £ g Dy" ,
NPSi COOH b € xabs Xem SS QY Dc (P dI)l
F21-1 0 -49+2,0 8300 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)

0,20 830 | 847 | 17 : 2 :
F21-3 30 -7,0+ 1,9 ’ 6 700 0,025 | 11+2,5 | 39(0,17)
F21-4 45 -8,8+2,0 6 100 0,020 ND’ 68 (0,12)

“mV; ®* mg Cy7.mL"; © coefficient d’extinction molaire, M'.cm™ ;

d

nm, ¢ Stokes shift, nm ; f_rendement
quantique de fluorescence ; ® taille du coeur (MET), nm ; " diamétre hydrodynamique (DLS), nm ; ' indice de
polydispersité ; ' non déterminé.

Tableau 10 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de facon covalente de la famille F25

h
NPSi C;:/‘éT Potentiel & | Y| & | | A [ SS°| QYT | D (1]3511)1
F252| 005 | 7808 12 000 0,03 | 124223 | 37(0,16)
F253 | 0.10 | -10.820.6 | 0,12 | 12000 | 830 | 847 | 17 | 0.03 | 12£23 | 32(0.2])
F25-4 | 020 | -143%038 13300 0,04 | 11+3.7 | 45(0,37)

“mv;° mg Cy7.mL'l ; © coefficient d’extinction molaire, M'.cm™ ;
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Détection du GS a llaide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge

La taille géométrique du cceur des NPSi ne varie pas, quels que soient la méthode
d’encapsulation de la cyanine 7 ou les procédés de syntheése, avec une valeur proche de
11 nm. Le diamétre hydrodynamique des NPSi, déterminé par DLS, augmente avec le nombre
de groupements —COOH et CEST et varie de 28 nm a 68 nm. Les lots de NPSi synthétisés
sont tous relativement homogenes, avec un indice de polydispersité proche de 0 (PdI max a
0,37) (Tableau 8, Tableau 9 et Tableau 10).

En I’absence de groupements -COOH, le potentiel  du lot F21-1 est plus élevé que
celui des autres lots de la famille F21. En augmentant le pourcentage de groupements -COOH
a la surface des NPSI, le potentiel { des NPSi diminue légérement, passant de -6,5 mV a
-8,8 mV quand le pourcentage de -COOH augmente de 15 % a 45 %. Cependant, les mesures
de potentiel { indiquent la présence de 2 populations de NPSi (résultats non montrés) : une
population avec un potentiel  trés négatif, semblable a celui obtenu avec les nanoparticules
de silice « nues » et une population avec un potentiel { moins négatif (résultats du Tableau 9).
En augmentant le pourcentage de groupements CEST introduits pendant la synthése des NPSi,
la valeur du potentiel { diminue ({ = -8 mV et - 14 mV avec 0,05 % et 0,2 % de CEST
respectivement) et une seule population est enregistrée. D’apres ces mesures de potentiel C, il
semblerait donc que les NPSi de la famille F25 soient plus stables d’un point de vue colloidal

que les NPSi de la famille F21.

2. Stabilité in vitro de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice

La stabilit¢ de la cyanine 7 et des NPSi a été testée in vitro par la mesure de
I’absorbance et 1I’émission de fluorescence de la cyanine 7 et des NPSi pendant 7 jours suite a

une incubation 4 37°C dans du PBS ou dans du PBS contenant 2 mg.mL™" de protéines.

i. Stabilité in vitro de la cyanine 7

Le suivi au cours du temps de I’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 facon
covalente dans du PBS diminue au cours du temps (Figure 37 B, courbe noire), dans les
mémes proportions que la diminution de 1’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 I'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 liée de facon 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 I’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 I’hypothése suivante : la cyanine 7, n’étant pas liée
de facon covalente a la matrice de silice, est libérée dans le milieu au cours du temps et
s’agrégent dans le PBS (d’ou la diminution de fluorescence observée). En présence de
protéines, la cyanine 7 peut s’adsorber sur I’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 fagon covalente a la silice (lot F25-4) diminue
progressivement au cours du temps, avec une baisse réduite en présence de protéines
(Figure 38). Aprés 7 jours d’incubation dans un milieu contenant des protéines, la

fluorescence des NPSi est réduite d’environ 40 % par rapport a leur intensité de fluorescence

initiale.
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Figure 38 : Suivi de I'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine liée de facon 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 I’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), a la différence des
NPSi dont la cyanine 7 liée de fagon non covalente, ce qui laisse supposer que la cyanine 7
n’est pas libérée de la matrice de silice et ne s’adsorbe pas a la BSA. La diminution de la
fluorescence dans le PBS seul peut étre expliquée par 1’agrégation des NPSi, puisque la
fluorescence peut étre partiellement restaurée par 1’ajout de détergent (résultats non montres).
En présence de protéines, le détergent ne modifie pas I’intensité de fluorescence des NPSi
(résultats non montrés), ce qui laisse supposer un phénoméne 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 a des concentrations croissantes de
cyanine 7 seule ou encapsulée de fagon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA) dans

des NPSi et la viabilité cellulaire a été mesurée par I’activité mitochondriale des cellules
MRC-5 (test MTT).
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Les concentrations de nanoparticules ont été exprimées par rapport a leur
concentration en cyanine 7 et la toxicité a été calculée selon la concentration de cyanine 7

induisant 50 % de mort cellulaire (ICs).
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Figure 39 : Viabilité des cellules MRC-5 suite a une exposition de 24 h a des concentrations croissantes de
traceurs fluorescents

Les fibroblastes ont été exposés a des concentrations croissantes de cyanine 7 libre (noir), liée de fagon covalente
(bleu) ou non (rouge) aux NPSi. Les résultats sont présentés en moyenne £ ESM, n = 3.

Aprés 24 h de contact, I’ICsp de la cyanine 7 libre sur les fibroblastes MRC-5 est de
4,0 pg.mL™". Elle est d’environ 5,4 pg cy7.mL™ lorsque la cyanine 7 est liée de fagcon non
covalente a la matrice de silice et elle est supérieure & 8,0 pg cy7.mL™" lorsque la cyanine 7 y
est liée de facon covalente (Figure 39). La cyanine 7 est donc toxique pour les cellules
fibroblastiques aux concentrations testées et I’encapsulation dans la matrice de silice permet
de limiter cette toxicité. La cyanine 7 étant libérée dans le milieu lorsqu’elle est liée de fagon
non covalente a 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 facon covalente a la matrice de silice. Ces résultats permettent de confirmer
I’hypothéese selon laquelle la cyanine 7 n’est pas libérée par la matrice de silice lorsqu’elle y
est liée de fagon covalente.

D’apres la Figure 39, il semblerait qu’une faible concentration de cyanine 7 soit
responsable d’une stimulation de la croissance cellulaire. Ce phénomene de stimulation de la
croissance cellulaire a faible dose et de mort cellulaire a forte dose porte le nom d’hormeése.
L’hormése est un phénoméne connu mais peu caractérisé. Les mécanismes sous-jacents
seraient liés a un stress de bas niveau engendré par 1’exposition a de faibles doses de produits
toxiques, responsable de I’augmentation des défenses antioxydantes intracellulaires et donc de

I’augmentation de la croissance cellulaire **%),
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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 ***2*,

Les dommages sur la membrane
cytoplasmique des GR sont visibles trés facilement par la libération de 1’hémoglobine apres
2 h d’incubation a 37 °C. Les GR ont donc été mis en présence de concentrations croissantes
de cyanine 7 seule ou encapsulée de fagon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA)
dans des NPSi. L’oxyhémoglobine posséde deux pics d’absorbance spécifiques a 541 nm et
578 nm (Figure 40 A). La quantification du pourcentage d’hémolyse de chaque échantillon
s’effectue a partir du pic a 541 nm, le maximum d’hémolyse étant obtenu avec ’eau
(tétmoin +). En présence de tampon phosphate (témoin -), une faible proportion de GR

hémolysés est responsable d’une absorption a 541 nm et celle-ci est prise en compte dans le

calcul de I’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 a 541 nm normalisées (par rapport aux valeurs des témoins positifs)
des plus fortes concentrations en cyanine 7 seule (11,8 pg.mL™, 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’apres la Figure 40 A, une hémolyse des GR est obtenue pour des concentrations en
cyanine 7 libre supérieures a 0,87 pg.mL™’. Le maximum d’hémolyse des échantillons
(23,13 £ 2,55 %) a été obtenu pour la plus forte concentration en cyanine 7 testée, ¢’est-a-dire
11,8 pg.mL™". En revanche, les valeurs d’absorbance & 541 nm des NPSi (cov. ou non) sont
toujours inférieures a celles obtenues avec le témoin négatif (PBS), quelle que soit la
concentration en NPSi testée (jusqu’a 750 nM pour les NPSi non cov. et 500 nM pour les
NPSi cov., ce qui correspond & des concentrations en cyanine 7 de 5,8 et 4,0 pg.mL™,

respectivement) (Figure 40 B).
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Les concentrations testées de nanoparticules n’interférent 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-a-vis des globules rouges.

4. Visualisation du ganglion axillaire de souris saines

Les souris ont recu une injection de 20 pL d’une solution de NPSi, covalente (lot
F25-4) ou non (lot R289(4)DIA), a la concentration de 15 uM ou I’équivalent en cyanine 7
libre, a savoir 3,44 pg.

Aprés I’injection de traceurs fluorescents en sous-cutané dans la patte antérieure
droite, le GAD peut étre visualisé dés 5 minutes aprés injection (Figure 41). Le point
d’injection étant trés fluorescent et la caméra CCD du Fluobeam' ajustant le contraste de
I’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).

i ¢

Figure 41 : Imagerie de fluorescence in vivo du flanc droit d'une souris 5 minutes apreés injection sous-
cutanée de traceurs fluorescents dans la patte antérieure droite

Les souris ont été injectées avec 3,44 pg de cyanine 7 dilué dans 20 pL d’une solution de PEG:EtOH:eau (A),
300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de fagon non covalente (B) ou covalente (C et D).
En C, le point d’injection (fleche) 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 & 1’excitation par le Fluobeam™ (690 nm) alors que les images C et D
ont été obtenues suite a une excitation a 739 nm par une diode laser et le recueil de fluorescence grace au
systéme 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 a 1’injection de NPSi (Figure 41 B et C), il
apparait plus flou suite a une injection de cyanine 7 libre (Figure 41 A). La cyanine 7 étant
une molécule tres 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 1léncapsulation de la cyanine 7 sur la fluorescence du GAD

Afin de mesurer I’impact de 1’encapsulation de la cyanine 7 dans une matrice de silice,
la fluorescence in vivo dans le GAD a été suivie pendant 7 jours suite a une injection de

cyanine 7 libre, liée a la silice de fagon covalente ou non.
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Figure 42 : Suivi de la fluorescence du GAD in vivo au cours du temps suite a l'injection de différents
traceurs fluorescents

Les souris ont été injectées avec 3,44 pg de cyanine 7 (A, noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la
cyanine 7 est liée de fagon non covalente (A, rouge) ou covalente (A, bleu) puis imagées a I’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 aprés injection sont représentées en B, C et D, respectivement. Le point d’injection (fléche) est
caché et les temps d’exposition sont de 10 ms (B et C) et 200 ms (D).

\

Suite a I’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 a une injection de cyanine 7 libre n’est pas aisée, a cause de
la fluorescence intense des tissus environnants (Figure 42 B). La petite taille de la molécule

de cyanine 7, comparable a celle du bleu patenté, est a 1’origine de son extravasation des

capillaires lymphatiques.
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Aprés une injection de NPSi ou la cyanine est liée de fagon 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 facon covalente
(lot F25-4) est totalement différente, avec un maximum d’intensité a 5 min post-injection puis

une diminution progressive du signal.

ii. Impact de la stabilité colloidale des NPSi sur leur migration dans le GAD

Afin d’apprécier ’influence de la stabilit¢ des NPSi sur leur migration dans le GAD,
la fluorescence in vivo du GAD a été suivie pendant 7 jours suite a I’injection de différents
lots de NPSi covalente dont la synthése 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 a 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 synthese utilisée. En 1’absence de groupements -COOH et CEST (lot F21-1), la
fluorescence du ganglion montre un plateau de 1 heure a 8 heures apres injection, puis une
diminution rapide jusque 24 h (Figure 43 A). En introduisant des groupements carboxyliques
(lot F21-2 a F21-4), et ce, quel que soit le pourcentage greffés a la surface des NPSi, la
cinétique de fluorescence dans le GAD est ralentie, avec un pic de fluorescence 8 h apres

injection, suivi d’une décroissance rapide jusqu’a 24 h (Figure 43 A).
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Lorsque la synthése des NPSi se fait avec du surfactant « pur », les charges négatives
sont apportées par les groupements CEST et les NPSi migrent trés rapidement dans le GAD,
avec un maximum de fluorescence a 5 min post-injection, suivi d’une décroissance réguliére
jusque 7 jours apres injection (Figure 43 B).

A Pintérieur d’'une méme famille de NPSi, aucune variation de cinétique de migration
ne peut étre remarquée et les différences d’intensité de fluorescence du GAD peuvent étre
attribuées a des modifications de rendement quantique de fluorescence des différents lots
(Tableau 9 et Tableau 10).

Le lot F25-4 semble étre le plus approprié dans un contexte clinique puisqu’il est
stable d’un point de vue colloidal et qu’il permet de visualiser rapidement et avec une
intensit¢ de fluorescence élevée le GAD, et ce, jusque 8 h apres 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 1(éxcrétion de la cyanine 7 et

des nanoparticules de silice par imagerie de fluorescence

Les souris ont été sacrifiées 24 h et 7 jours aprés I’injection et les organes ont été
disséqués puis imagés a I’aide du systéme modifié¢ du Fluobeam' . L’intensité de fluorescence
des organes des souris ayant re¢u une injection de traceurs fluorescents (cyanine 7 libre, NPSi
covalente ou non) a ét¢ comparée au cours de temps et confrontée a 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 a l’autre, il est
impossible ¢galement de comparer la fluorescence des organes entre eux. En revanche, il est
possible de comparer, pour une méme forme de cyanine 7 injectée, la fluorescence d’un
méme organe a 24 h et a 7 jours post-injection.

Le GAD, le foie et les reins sont les seuls organes présentant une forte augmentation

de fluorescence 24 h apres injection de traceurs par rapport aux souris « t€émoin ».
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Figure 44 : Fluorescence ex vivo d'organes 24 h et 7 jours aprés 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 fagon non covalente et en bleu, les nanoparticules de silice
dont la cyanine 7 est liée de fagon covalente. Les barres pleines représentent les intensités de fluorescence a 24 h
alors que les barres rayées, celles a 7 j. Les résultats sont présentés en moyenne = ESM, n = 3 par groupe,
*:p<0,05 par rapport a ’organe témoin correspondant, $ : p < 0,05 par rapport a ’organe correspondant a
24 h. Les images B, D, F sont représentatives respectivement des GAD, foie et reins de souris témoins, injectées
avec 3,44 pg de cyanine 7, 300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de fagon non covalente
ou covalente, imagés ex vivo a 1’aide du Fluobeam™ 24 h et 7 j aprés 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.

117



Détection du GS a llaide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge

Alors que la fluorescence dans le GAD et les reins reste comparable a 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 apres injection de cyanine 7 seule mais elle diminue au cours du temps apres

une injection de NPSi, que la cyanine 7 soit liée de fagon covalente ou non (Figure 44 C et D).

Apres I’injection de cyanine 7 seule ou encapsulée dans des nanoparticules, les souris
sont hébergées dans des cages a métabolisme permettant le recueil journalier des excrétions
(urines et feéces). 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 feces est maximale les deux premiers jours apres 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 feces quotidiennes des souris injectées en sous-cutané dans la patte antérieure droite avec 20 pL de sérum
physiologique (A, E blanc), 3,44 ug de cyanine 7 (B, E noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la
cyanine 7 est liée de fagon non covalente (C, E rouge) ou covalente (D, E bleu) ont été imagées a I’aide du
Fluobeam™. A - D : Images représentatives des féces 24 h aprés injection. Temps d’exposition : A, 300 ms ;
C,10 ms; D et E, 100 ms. E : Intensité normalisée de fluorescence des féces 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 féces issues des souris injectées avec la forme libre de la cyanine 7 présentent une
fluorescence trés intense, qui reste supérieure a celle des feéces des souris « témoin » jusque
7 jours apres injection (Figure 45 A, C). En revanche, 1’excrétion de la cyanine 7 par les feces
semble n’étre 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 fagon covalente sur la Cy7 libre ou liée de fagcon
non covalente a 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 méme organe au cours du temps peuvent étre examinées.

La fluorescence du point d’injection est maximale entre 5 min et 1 h post-injection
puis diminue fortement jusque 3 mois. En parallele, entre 1 h et 24 h, on note une
augmentation de la fluorescence dans I’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 a 7 jours jusqu’a atteindre la valeur du
témoin 3 mois apres I’injection (Figure 46), indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou
leur excrétion. La présence de fluorescence dans les féces dans les premiers jours suivant
I’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 étre retrouvée dans la vessie ou les urines,
montrant ’absence d’élimination urinaire des NPSi. Dans les organes du SRE (foie, rate et
poumons), la fluorescence des NPSi est repérée a différents temps post-injection, montrant
I’intervention des macrophages dans 1’élimination des NPSi. Trois mois aprés 1’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 facon covalente (lot F25-4)

Les résultats sont présentés en moyenne £ ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport & I’organe témoin
correspondant.
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7. Détermination des propriétés optiques des tissus murins

L’absorption et la diffusion de la lumicre dans les tissus sont responsables de
I’atténuation du signal de fluorescence des organes. L’imagerie de fluorescence ne permet
donc pas de mesurer, de fagon quantitative, la quantité de NPSi dans les tissus. Afin de
quantifier les phénoménes d’absorption et de diffusion de la lumicre dans les tissus, les
coefficients d’absorption (u,), de diffusion réduit (u’s) et d’anisotropie (g) des deux
principaux organes de stockage repéré par 1’étude de biodistribution par fluorescence, c’est-a-
dire le foie et les reins, ont ét¢ déterminés a 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

HWa (Cm_l) Ws (Cm_l) g Meff (cm_l)
A =740 nm 1,61 26,10 0,782 11,17
Foie
A =840 nm 1,26 24,02 0,797 9,53
A =740 nm 1,21 14,78 0,814 7,28
Reins
A =840 nm 0,84 12,42 0,828 5,58

Le Tableau 11 présente les coefficients d’absorption (u,), de diffusion réduit (u’s),
d’anisotropie (g) et d’extinction effectif (perr) du foie et des reins de souris saines a 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 I’atténuation de la lumicre totale due a I’absorption et a la diffusion de la
lumiére.

Comme prévu pour les longueurs du proche infrarouge, plus la longueur d’onde
augmente (de 740 nm a 840 nm), moins la lumiére est atténuée (diminution de ) et donc
plus la lumicre peut pénétrer en profondeur. La comparaison des coefficients d’extinction
effectif perr permet d’affirmer que la lumiere 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 méme, la lumicre 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 étre plus faibles que celles des reins.
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Or, d’aprés la Figure 44 C et E, 24 h aprés injection et quel que soit le type de
nanoparticules, les valeurs d’intensité¢ de fluorescence du foie sont supérieures a celles des
reins. Nous pouvons donc conclure de ces résultats que la concentration de NPSi dans le foie
est supérieure a 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
facon 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

Apres dissection, les principaux lieux de stockage des NPSi (point d’injection, foie,
ganglions droits et féces) ont subi une extraction chimique afin de doser leur contenu en
cyanine 7 par spectrofluorimétrie. Les intensités de fluorescence des organes ont ensuite €té

comparées a 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 aprés extraction en fonction de la
concentration en NPSi cov.

Les organes (Point d’injection — A, Foie — B, Ganglion — C) et les féces (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 a I’autofluorescence de 1’organe (non mis en contact avec les NPSi) et la droite en pointillé a la droite
de régression linéaire, dont I’équation et le coefficient de détermination sont précisés a coté.
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Aucune fluorescence n’a pu étre détectée dans les organes des souris « Témoin » apres
extraction (Tableau 12). Suite a 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 a
5 minutes apres injection a 13,93 £ 0,67 % DI a 7 jours. La quantité de NPSi dans le point
d’injection n’est plus détectable a 3 mois apres injection (Tableau 12). Pour ces mesures,
seule I’extrémité de I’avant bras des souris a subi 1’extraction et on peut penser qu’en prenant
I’intégralit¢ du membre antérieur, qui contient de nombreux vaisseaux lymphatiques, le
pourcentage de dose injectée serait proche de 100 % a 5 min apres injection.

Bien que le GAD présente une fluorescence intense in vivo avec le Fluobeam' 5 min
apres injection, son contenu moyen en NPSi n’est que de 0,67 % DI. Le contenu en NPSi dans
le foie n’est détectable qu’a partir de 24 h, avec une valeur de 12,53 + 1,91 % DI, puis
diminue jusque 7 jours apres injection ou il atteint la valeur de 2,42 + 1,24 % DI. Trois mois
apres injection, le contenu en NPSi dans le foie n’est plus détectable (Tableau 12).

La fluorescence des feces n’est pas détectable avec la méthode d’extraction utilisée
mais on peut émettre I’hypothése que des doses inférieures a 5 % DI (limite de détection de
cette méthode) ont été excrétées chaque jour, conduisant a 1’élimination progressive des NPSi

de I’organisme.

Tableau 12 : Quantité de cyanine 7 dans les organes aprés extraction chimique et dosage
spectrofluorimétrique
Pt inj GAD GLTD Foie Feces
Témoin ND ND ND ND Témoin ND
Smin | 40,57+1,94 | 0,67 0,18 ND (J1-17)
lh + 0,53 0,18 ND NPSi
NPSi 50,71 £ 6,20 , , 1 cov ND
24h | 13,78 +1,22 0,33 0,69 12,53 +£191 | (J1-J7)
COv.
7] 13,93 £ 0,67 0,81 0,28 2,42 + 1,24
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, ’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 I’animal. La masse corporelle des
souris a été suivie pendant 3 mois apres 1’injection de 300 pmol de F25-4 et aucune différence
de masse corporelle n’a pu étre détectée (p > 0,05) (Figure 48 A), confirmant I’absence ou la

faible toxicité générale des NPSi avec cyanine 7 liée de fagon covalente.
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Les principaux organes de rétention des NPSi sont le point d’injection, les ganglions
du coté de I’injection et le foie. Le point d’injection et les ganglions étant retirés lors de la
chirurgie, il ne reste dans 1’organisme que le foie comme principal stock de NPSi.

Le foie étant un organe vital, il est important de vérifier I’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 I’organe sur la masse corporelle de la souris
suite au sacrifice des souris a différents temps apres injection (Figure 48 B), des coupes
histologiques de foie ont ét¢ lues a la recherche de changements morphologiques (Figure 48 C
a F) et les enzymes hépatiques ont été dosées dans le sérum des souris afin de repérer

d’éventuels dommages hépatiques (résultats non présentes).
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Figure 48 : Toxicité in vivo des nanoparticules de silice renfermant la cyanine 7 liée de facon covalente

Les souris ont été injectées en s.c. dans la patte antérieure droite avec 20 pL de sérum physiologique (Témoin)
ou 300 pmol de NPSi dont la cyanine 7 est liée de fagon covalente a la matrice de silice (NPSi cov., bleu) et leur
masse a été suivie jusque 3 mois aprés injection (A). Les souris ont été sacrifiées a différents temps apres
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 pm. Les coupes
histologiques de foie apres 7 jours (C, D) ou 3 mois (E, F) de souris « témoin » (C, E) ont été comparées a celles
de souris injectées avec les NPSi cov. (D, F).
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Jusque 7 jours apres injection de NPSi avec cyanine 7 liée de fagon covalente, les
souris ne montrent aucune différence statistique de la masse relative du foie (Figure 48 B,
p > 0,05). Une légere diminution de la masse relative du foie est visible 3 mois apres injection
(p =0,0209).

En revanche, aucune anomalie morphologique du tissu hépatique n’est repérable suite
a la lecture des coupes histologiques entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les
NPSi cov. (Figure 48 C a F). La phosphatase alcaline a été¢ dosée dans le sérum a 24 h, 7 jours
et 3 mois post-injection et aucune différence significative n’est décelable entre les souris

« témoin » et les souris ayant recu une injection de NPSi cov. (résultats non présentés).

D’apres les tests réalisés lors de cette étude, les NPSi renfermant la cyanine 7 de fagon

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 radiocolloide). 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

144,250-252 :
[144, 1. Pour pallier ce

taille limitant leur rétention dans les ganglions lymphatiques
probléme, plusieurs stratégies peuvent étre employées. Le mélange de I'ICG avec de
I’albumine humaine avant injection permet d’augmenter le diamétre hydrodynamique de la
particule a 7 nm !'*. Cependant la rétention dans le ganglion reste limitée a 30 minutes !*¥ et
la stabilit¢ photophysique de ce traceur n’est pas optimale puisqu’il subit une extinction
importante de la fluorescence quand sa concentration augmente °*. La méthode utilisée dans
cette étude pour augmenter la taille du fluorophore (cyanine 7) est de 1’encapsuler dans une
NPSi. La cyanine 7 a été incorporée a la matrice de silice de deux maniéres différentes : par
un piégeage physique (non covalente) ou par une liaison covalente.

Si la cyanine 7 est liée de fagon non covalente a la silice, elle peut étre libérée dans le
milieu (Figure 37) et étre toxique pour les cellules fibroblastiques (Figure 39). En revanche,
en cas de liaison covalente de la cyanine 7 a 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 fagon covalente ou non (Figure 40 B), alors que les
tests MTT des NPSi ou la cyanine 7 est liée de fagon non covalente montrent une toxicité
similaire a celle de la cyanine 7 seule (Figure 39). Cette différence de toxicité entre les tests
peut étre 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 a I’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 a ceux établis avec
le témoin négatif (Figure 40 B). Pourtant, les nanoparticules de silice sont connues pour
provoquer I’hémolyse des GR en raison de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne et

de I’interaction électrostatique des groupements silanols (Si-OH) présents a la surface des

NPSi avec la membrane des GR 324,
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La protection contre I’hémolyse pourrait étre liée a la présence de groupements PEG a
la surface des nanoparticules, qui réduisent I’hémolyse des GR par rapport aux nanoparticules

253,255 f . : .
231 Des expériences complémentaires ont en effet montré une

non recouvertes de PEG !
diminution de 1’hémolyse en présence de concentrations en PEG 400 allant jusqu’a 2,5 %
(résultats non présentés). Deux hypothéses sont avancées pour expliquer ce processus : le
PEG peut améliorer la biocompatibilité des particules et, en s’adsorbant a la surface des GR,
les rendre moins susceptibles aux cisaillements a I’origine de leur hémolyse %,

Des études récentes ont également démontré une absence de cytotoxicité des NPSi par

2
2571 ou  sur des cellules souches

test MTT sur des fibroblastes de souris
mésenchymateuses >*). Il semblerait donc que la silice ne soit pas toxique par elle-méme 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 a 1’imagerie de
fluorescence in vivo puisqu’elle émet dans le proche infrarouge. Sa fluorescence peut donc
étre détectée dans le GAD directement a travers la peau avec un important rapport signal /
bruit de fond (Figure 41). Pour les fluorophores émettant dans le visible, 1’absorption des
longueurs d’onde par les chromophores endogénes de la peau est un obstacle a 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 exérése ['>*321 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 dés 5 minutes apres 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 a une mauvaise définition de I’emplacement du GAD. Le recours a des NPSi, dont
la taille est plus grande que celle de la cyanine 7 seule, permet d’éviter ce probléme. Les
profils de migration des NPSi dans le GAD ont été établis a 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 parametres 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 a 68 nm
pour le lot F21-4 (Tableau 9) et de 32 nm pour le lot F25-3 a 45 nm pour le lot F25-4
(Tableau 10). Bien que ces valeurs soient assez variables, elles sont comprises dans
I’intervalle [10 - 100 nm]. La taille des NPSi est donc compatible avec une bonne migration

dans les ganglions, quel que soit le lot considéré %,
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Détection du GS a llaide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge

Entre les deux familles de NPSi, le facteur « taille des nanoparticules » ne varie pas.
En comparant les valeurs de potentiel zéta entre les lots de la famille F21 (Tableau 9) et les
lots de la famille F25 (Tableau 10), il apparait 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 étre attribuées ni a leur taille, ni a leur chimie de surface.
La principale différence entre les deux familles de NPSi repose sur leur méthode de synthese.

Les NPSi de la famille F25, dont le cceur de silice a été stabilis¢ par le CEST,
montrent un pic de fluorescence dans le GAD 5 min aprés injection, suivi d’une décroissance
réguliere jusque 24 h. En revanche, les NPSi de la famille F21 migrent dans le ganglion plus
lentement, avec un pic de fluorescence 8 h apres 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 colloidal. A I’intérieur
de I’organisme, ces NPSi ont alors tendance a perdre leur revétement de surface en PEG, a
s’agréger et a 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 a 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 DP’intérieur d’une méme famille de NPSi, les cinétiques de migration dans le GAD ne
varient pas, ce qui est cohérent avec le fait que les potentiels zéta des NPSi ne sont pas tres
différents entre les lots (Tableau 9 et Tableau 10). Il semblerait que le nombre minimal de
groupements CEST introduits durant la synthése (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 légerement leur potentiel z&€ta mais ne perturbe pas leur cinétique de
migration dans le GAD. Les différences d’intensité de fluorescence observées entre les
différents lots d’une méme famille peuvent étre attribuées a 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

’augmentation de la densit¢ des charges négatives de surface .

La capture des
nanoparticules par les lymphatiques est améliorée avec 1’augmentation des charges négatives
grace aux répulsions électrostatiques dues aux faibles charges négatives de la matrice

interstitielle %%,
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Résultats

Dans notre étude, les charges de surface des NPSi ne sont pas aussi importantes
(de -5 mV a -15 mV) que celles utilisées dans 1’¢tude de Rao (de -36 mV a -57 mV) et les
différences de potentiel zéta entre les lots d’une méme famille ne sont pas trés grandes, d’ou
une absence de variation de cinétique a I’intérieur d’une méme famille de NPSi.

La biodistribution des NPSi cov. dans 1’organisme suite a leur injection sc. dans la
patte a été évaluée a 1’aide des images de fluorescence des organes ex vivo a différents temps
apres injection. Seuls le point d’injection, les ganglions régionaux, le foie, les reins et les
feces des souris injectées présentent une intensité de fluorescence nettement supérieure a celle
des organes des souris « témoin » (Figure 46). Cependant, la fluorescence, a 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 p,, de diffusion réduit p’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 1’organe principal de rétention des NPSi, ce qui corréle
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 a celles obtenues avec une
gamme ¢étalon. La quantit¢ de NPSi au point d’injection est maximale jusque 1 heure post-
injection puis diminue progressivement, jusqu'a n’étre plus détectable trois mois apres
injection. Dans le foie, la quantité de NPSi n’est détectable qu’a partir de 24 h et correspond a
12 % DI. Elle diminue ensuite au cours du temps et, aprés 3 mois, la fluorescence des NPSi
dans le foie n’est plus décelable (Tableau 12). Dans les feces, les quantités de NPSi ne sont
pas assez importantes pour étre détectées par notre méthode, bien que la présence des NPSi
dans les féces soit confirmée par leur fluorescence au Fluobeam' (Figure 45). L’excrétion
fécale est également la voie d’élimination privilégiée des NPSi modifiées de fagon organique
(ORMOSIL) "% ou des NPSi de 80 nm renfermant de 'ICG Y. Du fait de leur taille
(supérieure a 5,5 nm), les NPSi utilisées dans notre étude ne peuvent pas passer le filtre rénal
et étre éliminées par les urines ['*.

Etant donné que les NPSi sont présentes dans le foie jusque 7 jours post-injection, il
est important de vérifier I’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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Détection du GS a llaide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge

D’aprés I’ensemble des résultats, les NPSi cov. ne modifient pas la fonction hépatique
et ce, jusque 3 mois apres I’injection. La fonction hépatique ne semble pas étre altérée puisque
les taux de PAL restent identiques a ceux des souris «témoin» et aucune anomalie
histologique n’a pu étre 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
systéme de drainage biliaire, la PAL est la premiére enzyme dont le taux augmente dans le
sérum Y. De précédentes études ont également démontré que les NPSi ne provoquent pas
d’augmentation des taux de PAL, mais a forte dose (> 500 mg.kg™), les niveaux d’activités
d’autres marqueurs (aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase, bilirubine totale) se
trouvent modifiés #**?%). 11 serait donc intéressant de vérifier que ces marqueurs ne sont pas
modifiés au cours du temps apres 1’injection de NPSi. Les souris, suivies pendant 3 mois, ont
été réguliérement observées et aucun changement dans la prise de poids (Figure 48 A), le
comportement, I’alimentation ou I’activité des souris n’a pu €tre détecté, présageant 1’absence
de toxicité générale des NPSi.

[156]

De tels résultats ont également été retrouvés avec les ORMOSIL injectés en iv. et

264] Néanmoins, il est

les NPSi renfermant de la rhodamine injectées en intrapéritonéal !
important de s’assurer de I’absence de toxicité générale des NPSi a plus long terme et de leur
¢limination compléte de I’organisme. Enfin, dans un objectif clinique, il faudra vérifier la
capacit¢ des NPSi a migrer dans le GS lorsque celui-ci est envahi par des cellules

métastatiques.

Pour conclure, les avantages de I’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 I’extinction de sa fluorescence, diminuer la toxicité du fluorophore
encapsulé et rendre la nanoparticule hydrophile éliminant ainsi le recours a des solvants
nocifs. Les NPSi renfermant la cyanine 7 de fagon covalente semblent donc étre 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 '°"!. Elle consiste en ’injection & proximité de la
tumeur de deux traceurs, un colorant bleu et un radiocolloide. Ces traceurs migrent vers les
ganglions lymphatiques en suivant la méme voie que les cellules métastatiques. Dans le méme
temps opératoire que I’exéreése tumorale, les ganglions bleus et radioactifs sont extraits puis
analysés afin de déterminer leur statut métastatique. Les GS étant les premiers ganglions de la
chaine lymphatique 1**, leur statut permet de prédire 1’envahissement du reste de 1’organisme
et d’orienter les traitements post-chirurgicaux (radiothérapie, chimiothérapie...) (28] Cette
technique est trés performante mais les traceurs utilisés présentent de nombreux
inconvénients. Le colorant, de part sa petite taille, migre rapidement hors des GS et colore les

. , . . 87
ganglions de second échelon et les tissus environnants *7)

. De plus, il est a I’origine de
réactions allergiques qui peuvent engager le pronostic vital des patients 7] 1 ’utilisation de la
radioactivité engendre des dépenses non négligeables ! et n’est pas toujours accessible dans
les centres hospitaliers ¢loignés 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, ’absence de radiations ionisantes et son codt limité [**. Les
fluorophores émettant dans le proche infrarouge (680 - 900 nm) sont les plus intéressants
puisque la lumiére d’émission n’est que faiblement absorbée par les chromophores
endogénes, permettant la visualisation de structures en profondeur (jusque 1 cm) *®!. Dans
cette fenétre thérapeutique, la fluorescence des chromophores endogeénes est également
extrémement faible, renforcant ainsi le rapport signal / bruit !'**.

Du fait des caractéristiques du systeme lymphatique, les nanoparticules utilisées pour
un repérage rapide du GS doivent avoir une taille comprise entre 10 et 100 nm "**). 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 1’émission
peut étre ajustée dans le domaine du proche infrarouge. Le vert d’indocyanine est aujourd’hui

I’'unique colorant autorisé par la FDA pour I’imagerie infrarouge, mais sa faible photostabilité

et sa prédisposition a 1’agrégation n’en font pas un marqueur idéal.

132



Discussion générale

Les nanoparticules peuvent étre composées d’éléments organiques : protéines 7,

[175 174] [176 [265]

polysaccharides ] lipides "™, polyméres synthétiques 1 silice , ou bien étre
constituées d’éléments inorganiques tels que les métaux lourds (QDs) **°!. Dans ce derniers
cas, I’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 M.

Liobjectif poursuivi au cours de cette these était dlétudier 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 llorganisme, leur voie
dlexcrétion ainsi que leur potentielle toxicité, qui sont des notions essentielles a

connaitre avant toute application clinique, ont également été évaluées.

Les précédents travaux du laboratoire ont permis de démontrer que les QDs possédent
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 a travers la peau

(2361 Pour

n’était pas possible a cause de 1’absorption de la lumiére par les tissus sus-jacents
corriger ce probleme 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 étre
repérés in vivo a travers la peau & I’aide de I’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 **"). 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 a travers la peau des souris, tout en présentant
une toxicité aigiie locale réduite par rapport aux QDs a base de cadmium ***.

Les QDs a base d’indium semblent donc €tre trés 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 premiére partie de ce manuscrit a pour but de démontrer les capacités migratoires
des QDs a base d’indium dans un modele orthotopique syngénique de carcinome mammaire
murin, ou le ganglion axillaire est métastatique. Il a en effet ét¢ 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 %!,
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Afin de se rapprocher au plus prés de la situation clinique, des cellules de carcinome
mammaire murin ont été injectées en sous-cutanée dans la mamelle antérieure de souris et
apres environ 21 jours le ganglion axillaire a été repéré a I’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 I’Homme "%

], Le modéle 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 a celui retrouvé dans la récente
étude clinique de 287 cas de cancers du sein *°7).

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 étre démontré entre les GS envahis ou non. Ces résultats permettent d’affirmer que la
migration des QDs dans le systeme 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 1’imagerie in vivo étaient composés de métaux lourds

[236,237,266 [187,197,268

comme le cadmium ], ¢lément fortement toxique in vitro 1 Récemment, une

équipe a étudié le comportement in vivo de QDs a base de cadmium suite & leur injection iv.

2 N . R . r
(2691 Les paramétres classiques de toxicité in vivo (masse et température

chez des macaques
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 apres trois mois mais aucune anomalie morphologique

2691 Ces résultats

(inflammation, fibrose, nécrose, ...) n’a ét¢ détectée dans ces organes
prouvent I’importance de la couche organique recouvrant le ceceur des QDs pour limiter de
facon significative leur toxicité. Néanmoins, des études a long terme sont nécessaires afin de
déterminer la stabilité de ces QDs in vivo, le devenir de ces métaux lourds dans I’organisme et
leurs éventuels effets secondaires.

Notre stratégie permettant de limiter la toxicité des QDs a été d’utiliser des QDs a

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 I’indium sur I’organisme sont peu nombreuses et
plusieurs organismes tels que I’US Occupational Safety and Health Administration ou la
Communauté Economique Européenne ne classent pas cet ¢lément dans la catégorie des
carcinogeénes. Selon le National Toxicology Program, la consommation quotidienne d’indium
représente environ 8 pg/jour/personne . Afin de déterminer la dose d’indium injectée si les
QDs sont administrés & ’Homme, une estimation basée sur la profondeur du ganglion peut
étre faite. Alors que chez le porc, dont le GS est localisé a environ 1 cm de profondeur, la

271], chez ’Homme, une

dose de 400 pmol de QDs a permis une visualisation correcte du GS !
dose de 2,4 nmol pourrait étre nécessaire pour la cartographie du GS situé a une profondeur
de 3 a 6 cm. Les QDs utilisés dans notre étude contiennent une dose d’indium de
385 ng In.pmol™ QDs. Ainsi, chez ’'Homme, la quantité d’indium injectée serait d’environ
900 pg. 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 quantit¢ de QDs restants dans I’organisme. En effet, si le
point d’injection est retiré 1 heure apres I’injection des QDs, la quantité d’indium qui perdure
dans le corps est de 17 % de la dose injectée (soit 160 pg) d’apres notre étude sur la souris.

Cette quantité d’indium restante est plutot faible puisqu’elle ne représente que 5 % de la

consommation annuelle d’indium par personne (2920 pg).

Aprés dissémination des QDs dans l’organisme, ces derniers sont captés par les
organes du SRE (foie et rate) puis excrétés partiellement de 1’organisme. En raison de la taille

des nanoparticules (> 5,5 nm), I’excrétion des QDs par la voie urinaire est proscrite 1.

Des QDs intacts (car fluorescents) ont été retrouvés dans les féces des souris injectées,
indiquant une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec des taux n’excédant pas 3 % de la
dose injectée apres 4 jours. La diminution de 50 % de la quantité d’indium dans le foie au
bout de 3 mois par rapport au premier jour suggere que les QDs sont éliminés de 1’organisme
au cours du temps par la voie fécale, a des taux trop faibles pour pouvoir étre 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 apreés une injection

[154

iv. 54 Des études complémentaires doivent étre mises en place afin de déterminer les taux

d’excrétions des QDs-indium sur le long terme.

135



Discussion générale

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 deuxiéme partie de cette
thése, 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 a 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’a 8 ug Cy7.mL™"). 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-a-vis des fibroblastes. De plus, les NPSi ne semblent
pas déstabiliser les membranes cellulaires puisque 1’hémolyse des globules rouges est
annihilée en présence de NPSi grace aux groupements PEG de surface. Conformément a 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 ’'Homme *''!. En
outre, plusieurs études ont démontré I’absence de cytotoxicité des NPSi in vitro sur des

[

. , . . 257.2 . c1rs
fibroblastes murins ou des kératinocytes humains *"***!. Les NPSi sont donc considérées

(2721 et leur toxicité n’est due qu’au fluorophore encapsulé,

comme ¢tant inertes et sans danger
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 intrinsequement nocifs. Récemment, suite a I’injection
iv. d’une cyanine (IR-780) chez la souris, aucun indice de toxicité aigiic n’a été rencontré
jusqu’a 100 nmol ™). Dans cette étude de Zhang et al., le GS a été visualisé chez des souris
et des porcs suite a une injection intradermique de 0,5 et 10 nmol de cyanine, respectivement.
Cependant, 3 h apres I’injection, la fluorescence dans le ganglion diminue, ce qui réduit la
durée possible entre I’injection du traceur et la biopsie du GS 7!,

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 synthése des NPSi est un facteur important permettant de contrdler leur stabilité
colloidale. En effet, si le surfactant utilis¢ lors de la syntheése porte des groupements
carboxyliques, la formation des micelles de silice est perturbée et le revétement de surface en

PEG se désorganise. Les NPSi ont alors tendance a s’agréger, ce qui rend leur migration dans

le GAD moins efficace.
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Discussion générale

La taille des nanoparticules est un facteur essentiel régissant leur biodistribution et
leur excrétion. La voie d’excrétion la plus favorable est 1’¢limination rénale puisque la route
hépatobiliaire est un processus lent et la rétention a 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 a 5,5 nm [149]

, les NPSi utilisées dans notre étude, de diameétre
hydrodynamique compris entre 28 et 68 nm, ne peuvent &tre excrétées que par la voie
hépatobiliaire. Cette hypotheése est confirmée puisque la fluorescence du foie et des feces
indique une ¢élimination fécale dans les premiers jours suivant 1’injection. Sur le long terme, la
fluorescence du foie diminue jusqu’a n’étre plus détectable avec nos instruments de mesure a
3 mois apres injection, indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou leur excrétion.

Bien que le foie soit I’organe majeur de stockage, les NPSi ne semblent pas étre
toxiques pour cet organe puisque sa masse relative, son histologie et son intégrité (par
I’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 étre
menées afin de valider 1’absence de toxicité et de confirmer la diminution de la quantité¢ de
NPSi dans le foie permettant ainsi de justifier leur élimination de I’organisme.

Les nanoparticules de silice modifiées de maniere organique (ORMOSIL) d’environ
20 nm montrent également une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec une diminution de la
fluorescence du foie a partir de 24 h ['"°%. La dégradation des NPSi dans I’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 "¢,

Afin de s’assurer des capacités migratoires des NPSi dans le GS en cas
d’envahissement tumoral, la cartographie du GS doit étre effectuée dans un modele
orthotopique murin de carcinome mammaire présentant une dissémination lymphatique, de la

méme fagon 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 facon 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, méme en cas
d’envahissement métastatique. Les propriétés photophysiques des QDs les rendant tres
brillants, le GS est facilement détectable suite a I’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 1’organisme apres 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 feéces. De plus, les QDs a 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. Grace a la liaison covalente de la cyanine 7 a 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 a 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 I’injection.

Les QDs et les NPSi sont des candidats trés 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) 1’encapsulation de QDs a base
d’indium dans une nanoparticule de silice afin de combiner les avantages photophysiques des
QDs a 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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Conclusions et perspectives

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 déja a I’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 741,

Afin de limiter leur passage dans les ganglions de second échelon et d’accélérer leur
migration dans les GS, les nanoparticules peuvent étre 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

[275

nanoparticules non greffées 2”1, 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 I’imagerie par résonance magnétique (IRM), qui permet
d’imager le corps entier, avec 1’imagerie de fluorescence, qui possede une forte résolution
spatiale, augure d’un avenir trés 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 a
I’aide de la fluorescence. Récemment, des QDs a base de silicium ont été dopés avec du
manganése afin d’étre détectable par IRM et par imagerie de fluorescence 7% Ces
nanoparticules non toxiques n’ont cependant jamais été testées in vivo dans la détection du

GS.

L’encapsulation dans une méme nanoparticule d’un agent de diagnostic, tel qu’une
nanoparticule fluorescente, et d’un agent de thérapie, comme une molécule de chimiothérapie
confére a la nanoparticule le statut de « théranostique ». Ainsi, dans un liposome contenant

211 ou de la doxorubicine 78

des QDs, ont été inclus du docetaxel | , ce qui a permis de
visualiser des cellules en culture et de délivrer, dans le méme temps, la substance
anticancéreuse. A ce jour, aucune nanoparticule théranostique n’a été expérimentée pour la

cartographie du GS et 1’éradication des cellules métastatiques.
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Abstract: A prerequisite for starting a clinical trial is evi-
derice of a positive impact of the technique or drug in ani-
mals. The choice of the animal model is thus very important
and should mimic as closely as possible the human situa-
tion. A variety of animal models have been validated for
pharmaceutical trials. The situation in phototheranostics
however is not fully clear. This is due to the very complex in-

terplay of various elements such as vascularization, oxygen-
ation, drug availability and biodistribution, light absorption,
and scattering. The present paper will give general informa-
tion on aspects of animal models that have to be consid-
ered in phototheranostics, as well as highlight some typical
animal models that are useful for the investigation of light-
tissue interactions.

Keywords: animal models - antitumor agents - cancer - photodynamic therapy - sensitizers

1. Introduction

Phototheranostics refers to the diagnosis and subsequent
treatment of a disease using a single molecule that acts as
both a fluorophore for diagnostic purposes and a photo-
sensitizer for eradication of the lesion. Animal models
that aim to test these molecules or devices for optical di-
agnosis or light delivery should thus mimic as closely as
possible the human situation. Originally. drug screening
was performed on animals with peritoneal tumors in-
duced by intraperitoneal injection of leukemia cells!"
Since 1976, a broad panel of various other tumor cell
lines, including solid human tumors representative of the
major cancer types, have been tested in rodents following
subcutaneous, intraperitoneal or intravenous administra-
tion.” Since most drugs are directed towards specific mo-
lecular targets, the aim of animal models is to express
those targets through genetic engineering.

Since photodynamic therapy (PDT) is a radiation ther-
apy, different selection criteria are required when devel-
oping animal models, and the commonly used models are
inappropriate. The unique interaction between the photo-
sensitizer incorporated in cells, light, and molecular
oxygen necessitates a model that is comparable to the
human situation in terms of vascularization, blood flow,
scattering, and the absorption coefficient of the tissue as
well as its depth. Additional questions arise when consid-
ering an appropriate animal model such as the choice of
cell line and implantation site and whether or not to use
an immunocompetent animal. Ultimately. the choice of
the model will depend on the scientific question to be an-
swered.

Spontaneous tumors are extremely rare but can be gen-
erated by administration of carcinogens. This is an ex-
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tremely time-consuming procedure with a rather low re-
producibility rate, and may also induce exposure risks to
the animal-handling personnel. This method is however
recommended for testing optical diagnostic techniques,
since it allows all steps in carcinogenesis to be evaluated.
Optical techniques have thus been assessed for both UV-
and chemically induced skin diseases ! as well as oral
cancer using the hamster cheek pouch model.” The latter
will be discussed in more detail below.

One of the first reports studying subcutaneous tumors
dates from 1953.)°! Hewitt subcutaneously injected as-
cites-forming sarcoma cells into mice. He found that
adult mice were more resistant to tumor growth but that
this could be overcome by increasing the number of ino-
culated cells. This technique is reproducible and conven-
ient to perform. does not require anesthesia of the
animal, and allows for visual assessment of tumor growth
as well as response. However, tumor take rates and drug
response can vary widely according to the site of implan-
tation.”" The tumor host environment is thus very im-
portant and also affects PDT efficacy. Indeed. Chan et al.
showed that certain phthalocyanine derivatives that were
the most active in vitro failed to have any tumor reduc-
tive effect on subcutaneous tumors.!""! In another experi-
ment, Gibson et al. demonstrated that human mesothelio-
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Université de Lorraine, CRAN, UMR 7039
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ma cells and rat mammary carcinoma had an inverted
sensitivity to PDT when investigated in vitro or in subcu-
taneous implants, despite the equal photosensitizer
uptake.'" This can probably be attributed to the differen-
ces in vascularization between the host environments.
Indeed, Chen etal. showed that orthotopic prostate
tumors have a higher vessel density. with more permeable
vessels and less hypoxia compared to subcutaneous tumor
nodules!""!  Accordingly, photosensitizer concentration
was higher in prostatic locations shortly after administra-
tion, whereas PDT efficacy was highest after longer inter-
vals due to the better oxygenation.!" Orthotopic models
are also essential when dealing with optical diagnoses
with regard to optical characteristics of the tissue. The op-
tical characteristics of human and canine tissue are fairly
identical, which is probably also true for rodents." Any
differences arise from factors such as the density of hair
follicles. pigmentation, the thickness of different tissue
layers, and the amount of subcutaneous fat. The draw-
backs of orthotopic implantation include the necessity for
some surgical skills, anesthesia, and potential postopera-
tive mortality.

Another important aspect is the choice of cell line.
Most pharmacological studies are performed in nude ani-
mals presenting tumors of human origin. With regard to
the impact of immune reactions in PDT, syngeneic strains
in immunocompetent animals are probably to be pre-
ferred.™ Tumors can be induced either by injection of
cells or implantation of solid tumor lumps. Cells produce
higher tumor take rates whereas solid tumor implantation
has more invasive and metastatic potential and frequently
includes central necrotic areas!""™ When comparing
large studies, it appears that the use of primary tumors
more closely reflects clinical response compared to injec-
tion of cell lines."™! Tumor take rates can be enhanced
by first growing the tumors subcutaneously or by cultur-
ing them for a certain number of passages in monolayer
cultures.”! In order to grow epithelial tumors, the environ-
ment must first be chemically prepared in order to accept
tumor implantation and subsequent tumor growth.”*'!
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degree in 1984 in Leuven and qualified
as a urologist and professor in medi-
cine after her PhD on light tissue inter-
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The most commonly studied animals are rats and mice.
The choice, however, will depend on the study objective,
such as in cases where photosensitizer biodistribution in
rodents cannot be directly correlated to humans. Indeed,
it was shown that mera(tetra-hydroxyphenyl)chlorin
(mTHPC, Foscan) levels remain constant in human
plasma for at least twelve hours, whereas almost all
mTHPC has been lost from mouse plasma six hours after
intravenous administration.”! Biodistribution in Syrian
hamsters is comparable to humans, albeit with a reduced
mTHPC fluorescence.” When wound healing is to be
considered, pig skin is a better choice than rodent skin.
Indeed, matrix remodeling and elastin neosynthesis, the
final stages in wound healing, are finalized after several
months in humans, start after six weeks in pigs and can
be observed as early as one week in mice.**** The study
of adverse events that occur in clinical practice will also
influence the choice of animal. When considering oeso-
phageal strictures, PDT should not be performed in ro-
dents since the light dose required to induce submucosal
damage will already have provoked lethal pulmonary
changes, and only pigs will develop oesophageal fibrosis
at high fluences.*"!

The choice of animal model. with regard to the very
complex interactions observed in photodiagnostics and
photodynamic therapy, is thus essential and can dramati-
cally influence obtained results. The primary consider-
ation when choosing the correct model is the ultimate
aim of the study and the scientific question with a perfect
background of all parameters involved in light tissue in-
teractions. In this paper we wanted to highlight some
animal models, including non-cancerous models, which
can be of interest in photo-theranostics.

2. Osteoarthritis

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic chronic inflam-
matory disease characterized by symmetrical polyarticular
synovitis and the ensuing cartilage erosion, which results
in bone destruction in the final stages. Current treatment
is mostly palliative, consisting of analgesics and anti-in-
flammatory drugs. Surgical synovectomy is an open ar-
throscopic approach while radiation synovectomy consists
of intra-articular application of radioactive agents with as-
sociated potential radiation hazards. The presence of
severe bone destruction will require replacement surgery.
Recently, renewed interest has arisen concerning the po-
tential benefits of photodynamic treatment of inflamed
synovial tissue.™®! Various photosensitizers have shown
a pronounced accumulation in this tissue type.***
Determination of the correct animal model to evaluate
PDT effectiveness will depend on the aims of the study.
Intra-articular light delivery necessitates larger animals
such as hares or rabbits, whereas transdermal illumination
can be performed in rats or mice. Synovitis can be in-
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duced in a single joint by intra-articular inoculation of
pro-inflammatory drugs, whereas systemic administration
of RA-promoting factors will initialize polyarticular ar-
thritis. The latter offers the advantage that multiple irra-
diation settings can be tested on a single rodent. Various
drugs can be used for injection into joints, including colla-
genase ™ destructive murine fibroblasts (comparable to
the synovial fibroblasts present in RA).™ methylated
bovine serum, or ovalbumin following systemic immuni-
zation.™™™! Polyarthritis can be obtained in rats by
a single intradermal or subcutaneous administration of
either collagen 11 or pristine.™ Different joints will be af-
fected according to the inductor agent and 80-100% of
the rats will develop RA.

The rats are anesthetized by isoflurane inhalation and
extension of the hind paw reveals the whitish appearance
of the patellar tendon, through which intra-articular injec-
tion is performed. Irrespective of the inductor, symptoms
are most acute after one week and thereafter progressive-
ly decrease. Polyarthritis symptoms are maximal at two to
three weeks and remain stable for at least two weeks. The
development of the disease can be visually assessed by
the appearance of swelling and redness. Joint swelling can
be measured with a caliper and a redness scoring system
can also be used to evaluate arthritis grade. More gener-
alized edema is evaluated by measuring the displaced
volume after insertion of the paw into a tube containing
a water solution, with the opposite paw being taken as
a control. Blood analysis will show the appearance of
rheumatoid factors such as specific antibodies to cyclic
citrullinated proteins, acute-phase serum amyloid, or the
presence of nitric oxide. Histological assessment evaluates
hyperplasia of cells, hypertrophy of the synovial layer and
the density of inflammatory infiltrate.

3. Bladder Cancer

Although the incidence of bladder cancer is relatively
low, the prevalence is rather high due to the very high re-
currence rates of non-muscle invasive cancers.™ Further-
more, the presence of carcinoma in situ (CIS) that cannot
be detected by conventional methods has been shown to
be an important risk factor for disease progression, be-
cause specific survival is heavily affected by the presence
of CIS."! Early detection of such lesions is thus mandato-
ry to reduce mortality rates. Fluorescence-guided cysto-
scopy has been shown to increase detection rate, as well
as decrease progression and recurrence in humans.’!
Nevertheless, the high number of false positive fluores-
cence results and the fast photobleaching observed
remain troublesome. Hence, the timely development of
other more specific fluorophores is much needed.
Spontaneous bladder tumors are rare in rodents but
can be induced by addition of various agents to drinking
water or food. Although these models are useful for

708  wwwijcwiley-vch.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

M. D'Hallewin et al.

studying chemoprevention, the process of tumor induc-
tion takes more than eight months. Heterotopic implants
cannot be used for the evaluation of intravesical treat-
ments or diagnostic techniques based on optical charac-
terization, due to the differences in absorption and diffu-
sion properties of the bladder wall compared to skin and
muscle. The ideal orthotopic model would be easy to per-
form with a high reproducibility. Animals must be immu-
nocompetent and tumors must be of urothelial origin and
staging should be controlled. When endoscopic proce-
dures have to be applied, female rats are to be preferred
over male animals and mice. due to the diameter and
anatomy of the urethra.

Tumors are induced by intravesical administration of
urinary bladder cancer cells of human or rodent origin,
generated spontaneously or through chemoinduction. ™!
The cell lines used have been selected to ensure rapid in
vitro growth, efficient tumor growth when implanted sub-
cutaneously, stable tumor characteristics, potential meta-
static behavior, and expression of specific molecular
markers.™*l However, these cell lines are composed of
a unique cell type, which does not necessarily reflect
pathological conditions observed in humans. This may in
turn affect therapeutic outcome, but interferes less with
diagnostic approaches.

Tumor cell adhesion and subsequent growth necessitate
damage to the epithelial layers. Removal of the protective
glycosaminoglycan layer can be achieved by intravesical
instillation of trypsin or poly-i-lysine, which ensures
tumor take rates of about 80%.*'! Removal of the um-
brella and intermediate cells with basal cells still present
does not prevent adhesion and results in 100% tumor
take rates”'! Contact time with the damaging agent is
crucial, since excessive damage will provoke important in-
flammatory reactions or even bladder perforation and en-
suing animal death.”*! Mechanical damage, such as that
resulting from electrocautery or mechanical abrasion of
the dome, requires more technical skill and carries high
risk of perforation."**l Furthermore, such tumors are fre-
quently more invasive, or at least covered by normal uro-
thelium, which will alter both therapeutic and diagnostic
results*'*1 The amount of instilled cells must be suffi-
cient and a minimum of 10*10" cells need to be adminis-
tered for good tumor take rates!*'** Increasing the con-
tact time with cells also promotes tumor growth. One
hour seems to be an appropriate time period. Prolonga-
tion of this will cause an increased urinary volume with
either leakage, and thus loss of cells, or reflux and the ap-
pearance of upper urinary tract lesions!*’**

Tumor stages have to be controlled when assessing
therapeutic effect. This is difficult to achieve in models
with multifocal lesions following acid induction and instil-
lation with syngeneic bladder cancer cells.*) After local-
ized desepithelialization, a single tumor will develop at
the injury site with a predictable evolution in stage.”"!
Carcinoma in situ present at day three will become inva-
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sive after one week in all rats. Instillation of human blad-
der cancer cells (BIU 87) in immunodeficient mice devel-
ops more slowly, with superficial lesions at day seven and
progressive invasion at two weeks.™! The number of cell
passages will also influence the tumor stage, with an in-
creased amount of invasive lesions occurring after an in-
creased number of in vitro or in vivo passages.*'”"

Rats are anesthetized with an intraperitoneal injection
of sodium pentobarbital (45 mg/kg), which ensures a deep
anesthesia for three hours. They are placed in a supine
position and catheterized with a guide wire. A 14 G
canula, previously lubricated, is then introduced over the
guide wire. The shape of the catheter top must be slightly
conical to dilate the urethra without provoking any
damage. The bladder is then emptied by gentle abdomi-
nal pressure. The deepithelializing agent is then instilled
for an appropriate time before emptying the bladder and
rinsing several times with phosphate-buffered saline. The
maximal bladder content is approximately 0.5 mL and the
bladder volume can be assessed by abdominal palpation.
Cells are then instilled and the catheter is clamped for
one hour before being removed. Tumors can be detected
as early as three days postinduction with random growth
of tumors at different stages as shown in Figure 1, ten
days after instillation of tumor cells.

Figure 1. (A) Macroscopic view of a rat bladder ten days post-in-
travesical administration of syngeneic AY27 cells, showing multiple
tumors at different stages. (B) Setup for bladder PDT with trifurcat-
ed canula with: (a) guide wire, (b) laser fibre, and (c) syringe for
bladder filling.

4, Hamster Cheek Pouch Model

Oral cancer is the sixth most common cancer worldwide
with an estimated annual incidence of 2750005 The
main established risk factors are smoking, tobacco or
betel nut chewing, alcohol, and radiation. Despite huge
efforts to improve therapeutic outcome, survival rates
have not improved over the last decade, with a five-year
survival rate inferior to 60%. This is mainly due to local
recurrences, metastases, and second primary cancers in
the upper aerodigestive tract.*" Survival is closely associ-
ated with tumor stage with, for example, cancer of the
tongue having survival rates of up to 80% at early stages
and only 10% for late-stage disease. Early diagnosis is
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thus mandatory to reduce morbidity and mortality rates
of oral cancer. Nevertheless, despite increased public edu-
cation, the proportion of patients presenting with ad-
vanced disease has not changed over the last forty
years.”! Detection is a real challenge, since a one cubic
millimeter nodule, which is barely visible with the naked
eye, already contains 10° cells.*" Various optical tech-
niques have been developed over the last decades in
order to enhance sensitivity and specificity of cancer diag-
nosis. Before being validated for clinical use, these tech-
niques have to be extensively tested in animals. It is thus
very important that they mimic as closely as possible
human carcinogenesis.

The Syrian golden hamster cheek pouch model is pres-
ently the animal model that most accurately represents
the cellular and molecular changes that occur with initia-
tion and progression in human oral cancer.”” Salley origi-
nally described this model in 1954, with the aim of pro-
ducing an orthotopic epithelial cancer.™ The cheek
pouch can be inverted and has a very thin overlying skin,
and is thus easy to observe with transillumination while
the animal is immobilized in a special device.”” Carcino-
genesis is induced by the application of hydrocarbons dis-
solved in acctone or benzene. A paintbrush is dipped into
the solution and applied to the pouch. The best results
were obtained with 9.10-dimethyl-1.2-benzanthracene
(DMBA) in an acetone solution. One can observe differ-
ent modifications going from hyperplasia, through benign
papilloma, dysplasia, and carcinoma in situ, to invasive
carcinoma. In order to standardize the procedure. Morris
further investigated the impact of the age of the animal,
drug concentration, and duration of application.”
Younger animals were found to be more susceptible to
tumor induction than older ones and five weeks was
found to be the ideal age. High DMBA concentrations
were too toxic whereas very low concentrations failed to
produce tumor growth, with 0.5% providing good results.
Thrice-weekly application was more efficient than twice
weekly. Morris also developed a new application tech-
nique, since the aforementioned paintbrush method
showed signs of leakage of the carcinogen from the
mouth and onto the paws, with secondary tumor induc-
tion and higher toxicity to the animals. By first wiping the
brush on the container, the amount of leakage was mini-
mized and induction was restricted to the pouch. This
model is conventionally used for prevention, diagnosis,
and treatment studies. Since the model is very labor in-
tensive, involving thrice-weekly DMBA application for
approximately sixteen weeks, and exposes the investigator
to carcinogens during this time period, a variant of the
model has been described based on sustained release of
DMBA.*!l Cotton sutures are impregnated with DMBA
and fixed in the submucosa of the deepest portion of the
pouch. Release of DMBA is 95% complete at fifteen
months and tumor take rates are 90% at twenty weeks as
opposed to 100% with the “traditional” method. This
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technique requires inhalation anesthesia and some surgi-
cal skills. The handling of the animal during the carcino-
genesis period is however reduced by tenfold. Since the
surgical sutures have not yet been commercialized, this
model has so far only been described by research groups
in Vancouver, using chemists to produce the specific sur-
gical thread.*"*

DMBA-induced oral epithelial cancer in hamsters re-
flects many aspects ol human cancer development such as
gene expression, immune-derived cytokines, epidermal
growth factor and neovascularization.” However, the
pouch mucosa is much thinner than the rest of the oral
mucosa and than the human mucosa, and has a single
submucosal connective tissue.'™! This will influence light
distribution, which in turn might hamper correlation of
optical diagnostic findings between hamsters and humans.
The hamster cheek pouch model remains however the
gold standard for optical diagnosis of cancer at various
stages in carcinogenesis. Steady-state and time-resolved
spectroscopy, autofluorescence, exogenous fluorescence,
lifetime imaging, and optical coherence tomography are
amongst the many techniques that have been used with
the hamster cheek pouch model[*®-

5. Age-Related Macular Degeneration

Age-related macular degeneration (AMD) is the main
cause of blindness in the elderly. The first clinical markers
are the accumulation of lipofuscin in the retinal pigment
epithelium, and deposits of lipids known as drusen be-
tween the retinal pigment epithelium and the basement
membrane and within Bruch’s membrane. Oxidation of
these lipids damages the lysosomal membranes, and leak-
age of hydrolytic enzymes results in cell damage to the
retina and so-called “dry” AMD.™ No medical or surgi-
cal treatment is available for this condition, although vita-
min supplements with high doses of antioxidants have
been suggested, as have immune system regulators to sup-
press oxidative stress and immune activation pathways.
This disease can be induced in rats by exposure to blue or
white light.”"™! In a further stage, disruption of Bruch’s
membrane will result in inflammation, which provokes
choroidal neovascularization (CNV) and so-called “wet”
AMD/™ Neovessel formation will induce leakage of
blood and proteins below the macula, with an ensuing in-
flammatory reaction and ultimately irreversible fibrosis.
There are thus three major systems involved in the for-
mation and progression of CNV: inflammation, proteoly-
sis, and angiogenesis.

Three categories of animal model can be discerned:
laser-induced, surgically induced. and genetically engi-
neered. All three types have their advantages and disad-
vantages and the final choice depends on the study objec-
tive. Small-animal models (e.g., mice, rats) are indicated
for ex vivo studies, whereas for in vivo observations and
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longitudinal studies, larger animals (e.g., rabbits, pigs,
monkeys) are more suitable. In general, disruption of
Bruch’s membrane is essential for CNV development.
This can be achieved by laser photocoagulation. The orig-
inal model was developed in monkeys and later in
rats.”™ Many different laser types and illumination set-
tings have been proposed. using argon. krypton or diode
lasers emitting in the red. green or blue spectral re-
gions.™ Spot sizes can vary between 50-500 pm, laser
output 10400 mW, and duration 0.05-0.1 s. Onset of vas-
cular leakage occurs within one to three weeks following
injury. Other surgical techniques have been proposed,
mostly based on injection of vascular endothelial growth
factor (VEGF) or VEGF-inducing substances, for specific
research areas mostly related to molecular pathways in
CNV genesis and progression.”!

6. Chick Chorioallantoic Membrane

The chick chorioallantoic membrane (CAM) assay is
a commonly used method for studying angiogenic activi-
ties and drug delivery in vivo!”™ [t is based on the vas-
cular membrane found in the eggs of birds and reptiles.
The first tumor transplantation in the CAM was de-
scribed a century ago, but CAM tumor models remain
sparse and poorly characterized as compared to murine
models.! ™!

The first day of incubation is considered the first day of
embryonic development (embryo development day,
EDD)."™ Three extraembryonic membranes protect and
nourish the embryvo during its development: the yolk sac
membrane, the amnion, and the CAM. The latter is
a transparent and highly vascularized membrane formed
during EDD four to five by the fusion of the mesodermal
layers of both the allantois and the chorion. This results
in a highly vascularized mesodermal structure in which
arteries, veins, and an intricate capillary plexus will prolif-
erate until EDD eleven."!! It is connected to the embry-
onic circulation by the allantoic arteries and veins, which
are associated with lymphatic vessels.™ The CAM acts as
a respiratory organ until hatching, stores excreted materi-
al, transports electrolytes (sodium and chloride) from the
allantoic sac. and mobilizes calcium from the shell to start
bone mineralization.™! Several features of the CAM
change during embryonic development. such as the com-
position of the extracellular matrix, the degree of differ-
entiation of both endothelial cells and vessels, the charac-
teristics of the interendothelial junctions, and the location
of the vessels within the CAM.™ It is thus crucial to use
embryos at the same EDD. The CAM assay is character-
ized by several major advantages such as its ease of
access, the extensive vascularization, the relatively simple
experimental approach, and the naturally immunodefi-
cient environment, thus enabling the use of human anti-
bodies. It is a perfect model for photonics approaches
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since it uses a very thin (< 100 pm) and transparent mem-
brane.

The CAM has been used as a host to study tumor cell
intravasation and dissemination and formation of sponta-
neous metastases!™ After superficial inoculation, cells
will penetrate the vasculature and develop metastatic lo-
cations in the embryo. The choice of cell type, however, is
important since cell lines derived from tumors with a low
metastatic potential exhibit the same behavior in the
CAM and do not show any signs of invasive growth.™
Moreover, cells have to grow very fast since only five to
nine days remain between tumor inoculation and hatch-
ing. Experimental metastasis is achieved much faster by
direct injection of tumor cells in the allantoic vein. Never-
theless, one has to choose cell lines with invasive charac-
teristics, identical to the ones that allow tumor growth in
the membrane.®

Before opening, fertilized chicken eggs are washed
with sterile water and transferred to a hatching incubator
at 374" and 80% humidity, equipped with an automatic
rotator. At EDD three, under laminar flow, 6-7 mL of al-
bumin are removed with a sterile syringe connected to
a 20 G needle through a hole drilled at the narrow apex.
A round window is cut into the shell, which allows de-
tachment of the embryo from the eggshell. Embryo de-
velopment is controlled and dead or malformed eggs are
excluded. The window is then sealed with tape and static
incubation is continued and controlled every two days
until EDD ten. On EDD ten, a one centimeter inner di-
ameter Teflon ring is placed on the CAM surface. Sec-
ondly, the CAM ectodermic epithelium is superficially
abraded with a scalpel in the center of the ring and 40 pL
of an exponentially growing cell suspension is deposited.
The cell concentration is different for each cell line and
for some it appears necessary to add growth factors such
as VEGE. A vascularized tumor is obtained at EDD four-
teen to fifteen and eggs need to be sacrificed at EDD sev-
enteen before hatching. Figure 2 shows some typical
images of a CAM implanted with EMT6 cells.

7. Lymphatic Metastases

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in
women and the second leading cause of death.™ Lymph
node invasion is one of the first signs of tumor progres-
sion, due to the special features of lymphatic vessels,
which for example allow for the casy traffic of interstitial
fluids and immune cells”! Correct lymph node status
evaluation is thus essential in order to offer patients the
most appropriate treatment option. Current clinical tech-
niques to localize the first lymph node station (the so-
called sentinel lymph node) involve the use of radiola-
beled drugs. Their selectivity and specificity also depends
on the degree of invasion of the node.™ Innovative diag-
nostic techniques should thus be tested on breast cancer

lsr. J. Chem. 2012, 52, 706- 714
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Figure 2. Images of EMT6 tumors on CAM at EDD 17 after fixation
with 4% paraformaldehyde. Upper panel: photographs of tumors
at low (A) and high (B) magnification. Lower panel: hematoxylin-
eosin-safran staining of EMT6 tumors at 10x (C) and 40x (D-F) mag-
nification.

models with a spontaneous development of lymphatic
mctastascs.

Subcutaneous implantation of human breast cancer cell
lines in immunodeficient rodents often fails to induce
tumor progression, since the mouse microenvironment
differs and orthotopic implants are more appropriate.”
Orthotopic implantation of cancer cells will lead to the
formation of primary tumors and subsequent invasion of
lymphatic or blood vessels and growth of secondary
tumors.!™ Syngeneic mouse models have been developed
by rounds of transplantation and metastasis formation
and selection.”! Numerous strains show either the ab-
sence of local tumor growth, absence of metastases, or
dissemination, which is preferentially hematogenous or
lymphatic.

As an example, 10" 4T1 cells are injected in the first
mammary fat pad of mice. After approximately three
weeks tumors have reached the maximal ethical volume
of 1000 mm’, Lymph node invasion is detected in 30—
60% of animals depending on the technique used. The
gold standard in cancer diagnosis remains of course path-
ology, but detection of single cells in a lymph node re-
mains problematic, resulting in a low degree of tumor de-
tection of only 30%. Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) aims at the detection of cyto-
keratin 19, which is expressed by the tumor cells but not
the native tissue, enhancing tumor detection by 20%.!"
Figure 3 shows a mouse bearing an orthotopic breast
cancer (not visible on this image) after subcutaneous ad-
ministration of near-infrared quantum dots that migrate
from the injection site to the first (sentinel) lymph node.

www.ijcwiley-vchde 711
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Lymphatic vessels

Injection point

tinel lymph node

Figure 3. In vivo fluorescence imaging of the right flank of the
mouse axillar lymph node five minutes after subcutaneous injec-
tion of 20 pmol of quantum dots. A Fluobeam imaging system
(Fluoptics, Grenoble, France) was used with an excitation wave-
length of 690 nm and a charge-coupled device (CCD) camera with
a 750 nm long pass emission filter and an exposure time of 10 ms.

8. Organ Metastases

One of the easiest organ metastasis models is the perito-
neal carcinomatosis model. The original report of this
model by Goldie etal. dates from 1951.1"" They found
that tumor cells inoculated in the peritoneal cavity were
able to grow in the peritoneal fluid, with the same pattern
as in vitro and a growth rate proportional to the number
of inoculated cells. Injection of peritoneal fluid of inocu-
lated mice into other mice led to the development of per-
itoneal lesions, identical to the ones observed after injec-
tion of mashed tumor-bearing organs or subcutaneously
induced tumors.!™ This model is now widely used in on-
cological research with either syngeneic cell strains in rats
or human cell lines in nude rodents.”*™ Tumors are mul-

tifocal and nonencapsulated with a minimal amount of

necrosis. According to the cell line used, usually 1-2x 1(°
cells are injected intraperitoneally and peritoneal growth
1s observed after one to three weeks following inocula-
tion. These tumors further invade adjacent organs, which
can lead to retroperitoneal, supradiaphragmatic. and ab-
dominal wall lesions.”! This model is also capable of in-
ducing distant metastases and has been extensively de-
scribed compared to subcutaneous tumors in nude
mice.”! Tumor spread is both lymphatic, with massive in-
vasion of mediastinal lymph nodes, and hematogenous,
with lung metastases.

Liver metastases are a common feature associated with
colorectal cancer. The optical properties of this extremely
highly vascularized organ necessitate an orthotopic model
for theranostic approaches. When a solitary lesion is re-
quired, a subcapsular or intraparenchymal administration
after laparotomy of either a cell suspension or tumor
fragments is a reproducible method with acceptable com-
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plication rates!”™ Creating metastases that are more
closely related to the clinical context necessitates vascular
migration of cells. Orthotopic implantation of cells can
induce spontancous metastases but the model has a low
reproducibility.!"™ Direct intrasplenic or intraportal injec-
tion have the highest reproducibility rates but necessitate
certain surgical skills to reduce perioperative mortali-
ty!"""1% The choice of cell line seems to be very impor-
tant since tumor growth will be observed more with ag-
gressive cell types.

Bone metastases can be an interesting topic for optical
diagnosis. Orthotopic syngeneic growing tumors in ro-
dents seldom metastasize to the bone. Some selected
combinations have been shown to produce skeletal locali-
zation from breast or prostate origin."™ '™ Reports on
human cell lines in immunodeficient animals are more
frequent and have been used in imaging studies.!'"*"

9. Summary and Outlook

Many animal models have been developed for drug
screening, including genetically modified
order to be as closely as possible comparable to humans.
When considering phototheranostics, these models are in-
appropriate. Diagnostic applications first of all require
identical optical characteristics of tissues from humans
and animals. Orthotopic models are thus mandatory,
taking into account the differences in tissue thickness in
rodents. Ideally, tumors should be induced so that all
changes observed during carcinogenesis in humans can be
reproduced. A drawback of such animal models is the
time needed to obtain tumor growth, as well as a relative
lack of reproducibility.

Rough screening of the effect of PDT can be per-
formed in the simplest animal model that consists of the
subcutaneous injection of tumor cells. When more specif-
ic questions are to be addressed, other models including
the CAM model must be critically assessed with regard to
the parameters that are to be investigated.

animals, in
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Near-infrared (NIR) semiconductor quantum dots (QDs) represent promising fluorescent probes
for biological and biomedical imaging. CuinSes is a good candidaie for these applications due to 1is
bandgdp in the near-infrared and the reduced toxicity of its components compared to other NIR QD
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materials (CdTe, CdHgTe, PbS, eic.). Here we present a simple one-pot synihetic rouie without
injection to make fluorescent sphalerite Cu—In—=Se core and Cu—In—Se¢/ZnS core/shell QDs.
We show that the photoluminescence (PL) of the resulling core QDs can be tuned from ~700 nm
to ~1 um depending on the QD size (from ~2 to ~5 nm in diameter). The optical and structural

properties of these QDs are consistent with charge recombination via donor— acceptor levels instead
of direct excitonic recombination. Finally, we show that the growth of a ZnS shell around these QDs

increases their PL quantum yield substantially (up to 40—50% at 800 nm) and allows preservation of
their PL properties after solubilization into water and in vivo, as demonstrated by detection of the

regional lymph node in a mouse.

Semiconductor nanocrystals or quantum dots (QDs)
have emerged as a novel class of light-absorbing and
-emitting materials for many applications (LEDs, photo-
voltaics, thin film transistors, etc.) because of their unique
electronic and optical properties.'”* In addition, their
high extinction coefficient, brightness, and photostability
make them promising fluorescent probes for biological
imaging.*® These diverse and promising applications
have triggered considerable progress in the synthesis of
core and core—shell QDs composed of many II—-VI,
IV—VI, and III-V materials (see, for examples, refs 6
and 7 and references therein). Because the bandgap of
these particles depends on both their size and composi-
tion, these QDs now span a broad wavelength range, from
the UV (CdS, ZnSe, etc.) to the infrared (PbS, PbSe, Cd;P-.
etc.). The near-infrared (NIR) range (~700—1100 nm)
corresponds to a spectral region of minimal absorbance

*Corresponding author. E-mail: thomas.pons(iespei.fr.
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and diffusion by biological tissues and is particularly
interesting for in vivo fluorescence imaging applications.®
Near-infrared QDs are therefore promising fluorescent
probes for several biomedical applications such as opti-
cally guided surgery.”'” However, so [ar applications of
QDs to the clinical field have been hampered by the high
toxicity of the NIR QD constituents asin CdTe, CdHgTe,
and PbS. Other applications of NIR QDs, including photo-
voltaics, would strongly benefit [rom the development of less
toxic and more environmentally friendly QD materials.
CulnS, and CulnSe, are I-I111—VI semiconductors
with direct bandgaps of 1.53 and 1.04 eV, respectively,
and are widely used as thin films in photovoltaic applica-
tions."'~'* There has been recently a renewed interest in
the synthesis of CulnS; and CulnSe> QDs for in vive

(8) Frangioni. J. V. Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7, 626-634.

(9) Wu, X.; Liu, H.; Liu, J.; Haley, K. N.; Treadway, J. A.; Larson,
J. P Ge, M. Peale, F.; Bruchez, M. P. Nar. Biotechnol. 2003, 21,
41-46.

(10) Kim, S.; Lim, Y. T.; Soltesz, E. G.; De Grand, A. M.: Lee, ].;
Nakayama, A.; Parker, J. A_; Mihaljevic, T.; Laurence, R. G.; Dor,
D. M.;etal. Nat. Biotechnol. 2004, 22, 93-97.

(11) Ramanathan, K.; Contreras, M. A_; Perkins, C. L.; Asher, S.;
Hasoon, F. 8.; Keane, J.; Young, D.; Romero, M.; Metzger, W.;
Noufi, R.; et al. Prog. Photovoltaics 2003, 11, 225-230.

(12) Klenk, R.; Klaer, I.; Scheer, R.; Lux-Steiner, M. C.; Luck, 1.;
Meyer, N.; Ruhle, U. Thin Solid Films 2005, 480, 509-514.

(13) Romeo, A_; Terheggen, A.; Abou-Ras, D_; Batzner, D. L.; Haug,
F. J.; Kalin, M.; Rudmann, D.; Tiwari, A. N. Prog. Photovoltaics
2004, 12,93-111.

(14) Repins, L.; Contreras, M. A.; Egaas, B.; DeHart, C.; Scharf, J.;
Perkins, C. L.; To, B.; Noufi, R. Prog. Photovoliaics 2008, 16, 235
239.

pubs.acs.org/cm

167



Annexes

15-21 yote hav

5 e e ~14 = | 12N e s
necenit TCpOTs nd

T orepia gl
ITdging or photovoltaics.

g i nave snowii
in particular that core/shell CulnS,/ZnS QDs may reach
reasonably high fluorescence guantum vields in the visible
and NIR range, up to ~800—850 nm. and offer promising
alternatives to II—VI QDs for in vivo fluorescence imaging
Cd, Pb and Hg metal ions.'™"** We have recently shown
that CulnS,/ZnS QDs present a much reduced toxicity
compared to CdTeSe/CdZnS core/shell QDs.** CulnSe,
QDs could also constitute promising probes for in vivo
imaging. In particular, they could reach longer wavelengths
(theoretically up to ~1200 nm) and so aillow both excitation
and emission processes to occur in an optimal wavelength
range (~800—950 nm). Moreover, the toxicity of their
components is reduced compared to cadmium, lead, and
mercury. There have been relaiively few reporis on CuinSe;
QD synthesis, and most of them did not report any photo-
luminescence (PL).'***2% Recently, Nose et al. reported
CulnSe, QDs emitting between 820 and 940 nm but with PL
quantum YIEIdS (QY) less than S% ' Allen et al. reported

1se of the absence of heavily toxic and/or carcinogenic

8‘

properties in water due to the lack of a high ndgap shell
to protect the Cu—In—8e cores, and the synthesis in-

.....................

volved expensive and hazardous bis(trimethylsilyl)-
belemde precursor. In this mdnut.cnpt we report a simple

tin cohame urh—
Uil SCneme

\ﬂ

33 I-.a
E;elenlum precursor, whlch ylelds Cu— ln —Se core d]‘]d
Cu—In—S8e/ZnS core/shell materials emitting from ~700 nm
to ~1040 nm. We characterize their photophysical and
structural properties, discuss the origin of their photolumi-
nescence and demonstrate their application for biological
in vivo imaging.

Experimental Section

Chemicals. Tri-n-octylphosphine (CYTOP-380, TOP) was a
gift from CYTEC. Di-n-octylamine (98%, DOA) was purchased
from Acros Organics. Seleneourea was purchased from Strem
Chemicals ( >99%, SeU). Oleylamine (>70%., OAm). l-octa-
decene (90%. ODE), 1-dodecanethiol ( >97%, DDT). copper(l)
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zine chloride (98%. ZnCl,) and potassium ethylxanthogenate
(>98%, K(EtX)) were purchased from Sigma-Aldrich. Zinc
nitrate hexahydrate (> 98%. Zn(NO;), 6 H,0) and sodium
oleate ( > 8’?%. Na(OA)) were purchascd from Rledel de Hccn

4 mL of TOP and bncﬂy somcamd. Then, 4 mL of OAm dnd
2mL of DDT were added. The solution was stirred and degassed
for 30 min under vacuum. The flask was then refilled with argon
and the solution heated to final temperatures 7y ranging from
80 to 250 °C. Heating was stopped immediately after the target
temperature was reached and the flask was cooled down to room

temperature. The QDs were precipitated in ethanoi {acetone
may be added typically up to 5% to avoid phase separation) and
centrifuged. Cu—In—Se cores were then redispersed in a non-
polar solvent, typically in 10 mL of hexane.

ZnS Precursor Preparation. Zinc bis(ethylxanthogenate)
(Zn(EtX),;) was prepared from K{EtX) and ZnCli, as follows:
10 mmol of ZnCl, and 20 mmol of K{EtX) were separately
dissolved in 20 mL of distilled water. The solutions were slowly
mixed under stirring to form a white precipitate that was isolated,
washed for several cycles with water, and dried. Zn(OA), was
prepared from Zn(NOs), and Na(OA): 15 mmol of Zn(NOs),
dissolved in 40 mL of methanol were added to a solution of
30 mmol of Na(OA) dissolved in 200 mL of methanol. The
resulting white precipitate was isolated, washed, and dried.

Cu—in—SefZnS Core/Sheii QD Synthesis. Half of the
CulnSe; cores prepared as indicated above were redispersed in
4 mL of ODE and 1 mL of OAm into a new three-neck flask.
The Mask was degassed under vacy
remove hexane and H,O traces. A solution of Zn(EtX), and
Zn(OA), (respectively 40 and 500 mg) dispersed in ODE (2 mL).
TOP (3 mL), and DOA (1 mL) was loaded into an injection
syringe. One milliliter of this solution was introduced at room
temperature into the flask, and the temperature was raised to
190 °C. The rest of ZnS precursors were added dropwise into the
flask in 1 h under argon atmosphere. The reaction flask was
cooled down at the end of the injection, The resulting Cu—In—Se/
ZnS QDs were precipitated in ethanol and acetone and redis-
persed in hexane.

Optical Characterization. All optical measurements were per-
formed at room temperature with QDs dispersed in hexane or
water. Absorption measurements were carried out with a Cary 5E
UV—vis-NIR spectrophotometer (Varian). Photoluminescence
(PL), photoluminescence excitation (PLE), integrated photolumi-
nescence excitation (IPLE) spectra and time-resolved fluorescence
were acquired using a FCS900 spectrometer (Edinburgh In-
struments) equipped with R928-P and R5509—72 photomultipliers
(Hamamatsu) and a USB2000 fluorimeter (Ocean Optics). PLE
and IPLE spectra of QD solutions with optical densities below
0.1 at 300 nm were recorded using excitation wavelengths ranging
from 300 to 800 nm. Each PL spectra was normalized by the
excitation intensity and then integrated over all emission wave-
lengths. This integrated intensity was plotted versus the excita-
tion wavelength to provide the IPLE spectrum. The sample
fluorescence quantum yields were evaluated in comparison with
rhodamine 6G in ethanol as reference (excited at 530 nm) or
Indocyanine Green in dimethylsulfoxide for NIR samples
{excited at 750 nm).

m at room lemperature (o
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compouents High resolution transmission electron mlcroscopv

(HRTEM)} images were acguired on a JEOL 2010 field electron

gun microscope operated at 200 keV. Elemental analysis was
performed by energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) ona
Hitachi S-3600N scanning electron microscope operated at
2[] keV. Powder X-ray diflraction (XRD) patterns were acquired

DL WiDae A aith o 7 B s Tha
USIE d 11 up: A Pert diliractometer withha Cu D SUUICE, 1100

widths of the X RD neaks are related 1o the erystallite size h\a the

L} POHKS Are re. Ve

Scherrer formula

0.89cuka

FWHM =
dcos(0)

where fwhim is the full width half-maximum of the pea
the wavelength of the Cu K, X-ray source, d is t
crystallite size. and @ is the difTraction angle.
Solubilization in Water. Cu—In—S8e¢/ZnS QDs were precipi-
tated in ethanol and resuspended in chloroform before cap
exchange with dithiol sulfobetaine zwitterionic ligands in a
27

1 o
l\ ACuKao 1>
the average

nnnnnnnn
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The resultmg QDs were purlﬁed by ultrafiltration [Vwaspln
10 kPa uuluu) and uluau:uuuusauull on 10-40% sucrose
gradients for 20 min on a Optima-Max Beckman-Coulter ultra-
centrifuge (MLS-50 rotor, 50,000 rpm). The QD band was
extracted, purified by ultrafiltration and finally resuspended in
20 mM NaCl aqueous solution.

Small Animal Imaging. Three 10-week-old female Balb/c mice
(Balb/cOlaHsd) (Harlan, Gannat, France) weighing 20 g were
used in these experiments. Mice were kept in 12 h light/dark
cycle and had access to food and water ad libitum. Specific

Lr SN A AS TE 1.3 a1 AEIT T TLI A
purified diet {T1.94045, Harlan Teklad, Madison, Wi, LISA}

was used to reduce tissue autofluorescence in the NIR spectral
region. The animals received care in accordance with established
guidelines of FELASA (Federation of European Laboratory
Animal Science Associations) and animal procedures were
performed in compliance with institutional and national guide-
lines. The injections were performed under gaseous anesthesia
with isoflurane (Forene. Abbott France. Rungis, France) by
introducing the mice into a chamber where the air flow with
4.5% of 1soflurane was adjusted to 500 mL/min. The anesthesia
was maintained by placing the mice under a mask with 2.5% of
isoflurane and the air flow of 250 mL/min. Mice were injected
subcutaneously (s.c.) in the distal part of the right anterior paw
with 20 4L of a solution of ~ 800 nm emitting Cu-In-Se¢/ZnS
QDs (~0.5 optical density at 690 nm) in phosphate buffer saline
(PBS). After product delivery, the right paw was kneaded to
improve product migration. In vive optical imaging of QDs
was performed using a Fluobeam 700 NIR imaging system
(Fluoptics, Grenoble, France). This system is composed of a
laser emitting at 690 nm, a 750 nm long-pass emission filterand a
CCD camera. The power density of laser irradiation on tissue
was 7 mW/em?® and the CCD exposure time was 10 ms. The
region of interest (ROT) was depilated using a commercial hair-
removal cream before imaging. The QD injection point was
hidden to improve the visualization of the lymph node.
ICP-MS Measurements. The right axillary lymph node was
dissected at four hours post injection and dissolved with 70%
HNO; under heating. Its concentration in indium was measured
by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS,

(27) Muro, E.: Pons, T.: Lequeux, N.; Fragola, A.; Sanson, N.; Lenkei,
Z.; Dubertret, B. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 4556-4557.
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Figure 1. {A) Absorption spectra and (B) PL spectra of Cu—In—Se core
QDs. Samples were synthesized by fast heating (77 = 140—250°C), slower
heating to Ty = 80°C (B. purple) or Ty = 250 °C with a | hrise (A, black),
and intermediate heating to Ty = 250 °C (B, brown).

Laboratoire Ascal, France) and compared with the QD injec-
tion solution to determine the injected dose percentage (% 1D} in
this lymph node.

Results and Discussion

Cu—In—Se Core Synthesis. The Cu—In—Se cores were
synthesized in a one-pot route without injection. Copper
and indium chlorides were solubilized in ODE using TOP,
OAm and DDT ligands, and mixed with selenourea in
proportions corresponding to CulnSe, stoichiometry.
After degassing, the solution was heated under argon.
We tested different types of heating conditions, either
“fast” heating, where the final temperature (77) is reached
in about 10—15 min, or “slow™ heating, where the final
temperature is reached in about | h. Above 40—50 °C, the
solution turns limpid and colorless, indicating the com-
plexation of metal chlorides by TOP and SeU dissolution.
The solution turns yellow then red at around 110—130°C
for fast heating or starting at 80 °C for slow heating,
indicating nanocrystal nucleation. As the temperature
increases. the solution turns darker. This synthesis is
somewhat similar to the one recently reported by Koo
et al.”” which does not produce fluorescent QDs. This is
due to several notable differences: here, selenourea was
added directly to the flask instead of being separately
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Figure 2. X-ray diffractograms of Cu—In—Se cores synthesized at 160°C
and reference (bulk CulnSe, chaicopyrilc“ ).

dissolved in OAm. We note that absence of OAm in the
reaction led to slow nucleation and rapid aggregation of
the resulting materials. Another difference is the presence
of TOP: in the absence of TOP, QDs were formed but
did not show any fluorescence. Finally, we noted that
the presence of DDT increased the colloidal stability
of the QDs in particular at high temperatures: without
DDT, the QDs were unstable above 200 °C. In com-
parison, the QD reaction solution with DDT could be
heated to 250 °C without QD precipitation, which we
attribute to stronger binding of DDT ligands compared
to OAm or TOP, and this allowed us to reach longer
wavelengths.

We will now discuss the optical and structural proper-
ties of the obtained Cu—In—Se QDs and the origin of
their photoluminescence. The obtained nanocrystals
showed absorption and photoluminescence spectra that
are dependent on the final temperature Ty (Figure 1A, B).
Absorption spectra shifted to redder wavelengths with
increasing temperature. PL spectra from fast heating
syntheses ranged from 750 nm for T = 140 °C to ~950 nm
for Ty = 250 °C. PL quantum yields increase from ~4%
for Ty = 140 °C up to ~20% for Ty = 180 °C and fall
down for redder wavelengths to ~3% for the sample
synthesized at 77 =250 °C with an intermediate heating
(~20 min). We observed that the optical properties of the
Cu—In—Se nanocrystals only evolved very slowly with
time when kept at the final temperature for Ty > 100 °C.
Slower heating syntheses induced a nucleation at lower
temperatures (~80 °C) and redder wavelengths than fast
heating syntheses for the same final temperatures,
Figure 1A. Quantum dots synthesized at 250 °C with a
one hour temperature rise were non fluorescent, but
intermediate heating speed (15—20 min) gave PL emission
>1040 nm. In contrast to [I=VI QDs, the resulting QD
absorption spectra do not display any sharp absorption
features, and the PL spectra were broad, typically 110—
150 nm fwhm, consistently with what was previously
reported for CulnS, and CulnSe, QDs.' 77192122 Here
we will try to determine whether these optical proper-
ties are due to some dispersion in size, shape, and/or
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of pure Cu—In—S8e or of a Cu—In—S8e/Cu—In—Salloy. The
presence of sulfur would cause a shift of the XRD peaks

toward those of CulnS, (the lattice parameter difference
between these two materials is about 5%). Here the positions
of the H\Fr}-m'-hnn neale Sugnput that the nne do not

peaks that
contain a significant fraction of sulfur atoms for all fast
heating samples. In contrast. the S/Se ratio for the sample
synthesized by slow heating to 250 °C (1 h temperature
rise) was not negligible (estimated to ~30% with a linear
approximation between the peak positions of CulnSe,
and CulnS; materials) since the XRD peaks were shifted
to 27, 44.9, and 53.2° for (112), (220), and (312) lattice
planes, respectively. This may be due to a higher depletion
of selenourea precursors as the reaction yield increases.

High-resolution transmission electron microscopy
(HRTEM) of samples synthesized by fast and intermedi-
ate heating showed monocrystalline particles ranging
from nearly spherical ~3 nm QDs for 77 = 180 °C to
slightly faceted ~5 nm (triangular) QDs for 7Ty = 250 °C
(sec the Supporting Information, Figure S1). Synthesis at
250 °C with a slow heating (1 h temperature rise) gave
both faceted and round NCs larger than 8 nm that were
not fluorescent (see the Supporting Information, Figure S1).
However, for particles smaller than 5 nm, the low contrast
offered by the QDs did not allow accurate determination
of their size. We therefore used the Scherrer formula to
estimate the size of the Cu—In—Se core QDs from the
XRD peak widths. The resulting XRD sizes were well
correlated with TEM sizes but were slightly smaller for
the sample synthesized with a slow heating to 250 °C
(1 h temperature rise, see the Supporting Information,
Figure S2). Broadening of the XRD peaks for this specific
sample could be attributed to strain and/or composition
heterogeneity as indicated by the incorporation of S dis-
cussed above. However, XRD size estimation measure-
ments of our Cu—In—Se QDs showed that all QDs were
smaller than the bulk exciton of CulnSe; (2ag = 10.8 nm),
and that the size progressively increases with the reaction
temperature (see the Supporting Information, Figure S2).
This is consistent with the observed progressive red shift
of the QDs due to confinement effects.

To examine the effect of size on the bandgap of these
Cu—In—Se QDs, we represented the energy correspond-
ing to the effective bandgap derived from absorption
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reported data'® for comparison.
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Figure 4. Evolution of the In/Cu ratio in Cu—In—Se core QDs during the
fast heating synthesis.

spectra (see the Supporting Information, Figure S3) as a
function of the inverse of the QD square diameter (Figure 3,
blue triangles). This shows that the effective bandgap
energy varies approximately linearly with 1/, as expected
from a simple excitonic confinement model. Extrapolat-
ing this curve to infinite size gives a bandgap value of
1.02 + 0.03 eV, which is comparable to the value of bulk
CulnSe,. These data are well-correlated with those re-
ported by Allen et al."® for Culn, ;Se; QDs, as shown in
Figure 3 (green dots). In contrast, the CulnsSeg samples
give higher bandgap in particular for smaller QDs
(Figure 3, red squares). This may be attributed to the
larger difference in composition between these latter QDs
and ours (see below), and the corresponding differences in
the bulk bandgap and the quantum confinement contri-
bution (carrier effective masses, etc.).

To evaluate the effect of the composition on the sample
bandgaps and PL emissions, we studied the In/Cu ratio
for fluorescent samples. The composition of the QDs was
estimated by EDX spectroscopy and confirmed the presence
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Figure 5, Photoluminescence excitation spectra corresponding to differ-
ent emission wavelengths (colored arrows) from 600 to 820 nm, and the
corresponding PL spectrum excited at 350 nm (black).
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Information, Table ). The spectra also showed the
presence of sulfur atoms (S/Se ~30%) for all samples
obtained by fast heating. As discussed above in XRD
measurements, the sulfur was not incorporated into the
QD cores in a significant fraction, suggesting that the DDT
ligands participate in the QD surface passivation. The
cation/anion proportions were as expected consistent with
degrees of oxidation of Cu™, In*", and Se’ . The In/Cu
ratio in the QDs varies during the synthesis: the initial QDs
are rich in indium (In/Cu = ~2 for QDs emitting at A.,, =
750 nm) and progressively reaches In/Cu stoichiometry for
larger QDs (Figure 4). Many different compositions exist
for Cu—In—Se crystals (CulnSe,, Culn, sSe;, Culn,;Se,,
Culn;Ses, CulnsSeg, etc.), which reflects the high stability of
defect pairs: 2 copper vacancies with a substitution of
indium on a coppersite 2V, + Inc,>").%® These materials
exhibit very close lattice parameters so the resulting XRD
patterns are not distinguishable within our peak widths.
To understand the variations of QD composition during the
fast heating synthesis, we estimated the In/Cu ratio of the
atoms deposited on the QDs between the first sample taken
at 140 °C and subsequent reaction times/temperatures using
the In, Cu, Se composition and the size of the different QD
samples (see the Supporting Information). The In/Cu ratio
of the deposited material is close to one at all times (see the
Supporting Information, Figure S4). This suggests that
the QDs initially nucleate with a high In/Cu ratio and that
the subsequent growth corresponds to deposition of sto-
ichiometric CulnSe,. Even though the QD bandgap de-
pends on the composition (the bulk bandgap of CulnSe; is
1.04 eV, whereas that of Culn;Ses is 1.21 eV.?), our results
suggest that the shifts in absorption and emission spectra
during the synthesis are mainly due to a progressive increase
in size resulting in a decrease of quantum confinement
effects, and to a lesser extent to a difference in composition.
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a photoluminescence produced by band-edge exciton
recombination. They instead suggest that the exciton
energy is rapidly transferred to defect levels within the
bandgap, and that the radiative recombination then
occurs as a donor—acceptor transition. These donor—
acceptor pairs may be linked to the observed presence of
(2Vea + Ing,” ") defect pairs, as discussed above and as
previously discussed in other rf:porls,zi Even though the
emission is not directly due to band edge recombination,
the PL spectra still shift to the blue when the particle size
decreases due to quantum confinement, albeit slower
than the absorption spectra (see the Supporting Informa-
tion, Figure S6). This indicates that the energy of the
donor and acceptor electronic levels involved in the
radiative recombination are correlated with the energy
of the valence and conduction bands.

The PL quantum vield of our Cu—In—S8e core QDs was
still sensitive to surface oxidation. In particular, transfer
of the Cu—In—Se QDs into water by ligand exchange
resulted in an immediate loss of the QD PL. It was
therefore necessary to grow a high bandgap ZnS shell
around the cores to protect them from their environment.

Cu—In—Se/ZnS Core/Shell Synthesis and In vivo Imag-
ing. Zinc sulfide was chosen to overcoat the CulnSe, QDs
for its large bandgdp (3.61 eV), which provides a type 1
band alignment®'*? with Cu—In—Se cores and its rela-
tively close crystalline structure (zinc-blende). The lattice
mismatch between ZnS and CulnSe; is about 7%, which
should allow epitaxial growth of several ZnS monolayers
without introducing excessive strain on the cores.>> ZnS
presents a reduced toxicity, which is crucial for a surface
material that will be in contact with biological tissues.
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Figure 6. Photoluminescence spectra of Cu—In—Se (blue) and
Cu—In—S¢/ZnS QDs normalized by their optical density at the excita-
tion wavelength (530 nm), during the growth of a ZnS shell on cores
synthesized at 140 °C (from green to red, corresponding to injected
volumes of ZnS solution of 0.5, 1, 3, and 4 mL).
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Figure 7. Normalized absorption (red line) and IPLE (crosses) spectra of
a core—shell sample after the ZnS shell growth. The absorption spectrum
of the corresponding Cu—In—Se cores (7; = 140 °C) is shown in blue.
Inset: zoom.

Moreover, this material 1s well-resistant to oxidation.
Several methods have been developed to grow ZnS shell
on QDs, e.g., CdSe, CdS. and more recently, InP’ or
CulnS,.""'%?2 Here ZnS shell growth was performed by
dropwise injection of zinc bis(ethylxanthogenate) and
zinc oleate at 190 °C.** The high reactivity of these
precursors allows using a relatively low reaction tempera-
ture and avoids interdiffusion of Zn into the cores and
excessive dissolution of the Cu—In—Se cores with OAm.

For all samples, the fluorescence quantum yield was
strongly enhanced during the growth of ZnS. For exam-
ple, for cores synthesized at 140 °C, ZnS shell growth
resulted in a QY increasing about 10-fold, from ~4 to
43% as shown in Figure 6, which is to the best of our
knowledge the highest PL QY reported for Cu—In—Se
QDs. This may indicate an improved surface passivation
of the core by ZnS. We found that under excitation, the

(34) Protiere, M.; Reiss, P. Nanoscale Res. Lerr. 2006, 1, 62-67.
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Figure 8. PL
samples synthesized at, from left to right. T
250 °C with fast heating and 250 °C with intermediate heating.
emission maxima range from 700 nm to ~1030 nm.

specira of Cu—in—Se/ZnS Qs corresponding io core
= 140, 160, 200, 220, and
The

Lonlnbullon (FIgLue 7) The mlensm increase bemeen
350 and 440 nm was probably due to a small diffusion of
Zn into the cores. Using IPLE instead of the usual single
emission wavelength PLE is preferable with broad PL
spectra as it avoids selecting QD subpopulations. Final
IPLE and absorption spectra were similar but showed a
small amount of ZnS nanocrystals nucleation, as con-
firmed in XRD measurements (data not shown). Fluores-
cence spectra were progressively shifted to the blue (partic-
ularly for smaller cores) during shell growth, which could
be due to interdiffusion of zinc into the cores. Final PL
maxima covered a wide spectral range from 700 to 1030 nm
(Figure 8) with ~40—50% of QY for Ap;. = 800 nm and
decreasing to ~10% for the reddest sample at ~1000 nm.

No significant growth was measured in TEM between
the cores and the corresponding core/shell QDs, probably
because of the small thickness of deposited ZnS compared
to the size distribution (see Figure S7 in the Supporting
Information). The shapes were mostly similar to the Cu—
In—Se core QDs. PL measurements showed that spectral
widths and decay times of core and core/shell QDs were
similar (see Figure S35 in the Supporting Information),
suggesting that surface passivation did not modify the
nature of the emission and therefore that the defects at the
origin of the PL emission are located inside the Cu—In—
Se cores (data not shown).

Water solubilization of Cu—In—Se/ZnS QDs emitting
at 800 nm was performed by exchanging the initial hydro-
phobic ligands with new hydrophilic ligands composed
of a dithiol anchor group and a compact sulfobetaine
zwitterionic group.”’ The exchanged QDs were stable in
walter and standard biological buffers lor long periods of
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a4 mouse

in vivo fluorescence imaging of ithe righi flank of
before (left) and 4 h after subcutaneous injection of QDs (right). The
injection point is hidden to improve visualization of the lymph node.

-~ g
Figure 9.

time (at least several months) and retained high quantum
yields {iypicaily for PL ~ 800 nm compared to
~40% in organic solutions; this PL decrease is similar
to what has been previously reported for, e.g.. CdSe-
based QDSAS““(’J. We finally tested these core/shell QDs for
in vive imaging in small rodents by performing imaging of
the right axillary lymph node. Lymph node status is a kev
prognostic factor in patients with breast cancer, because it is
the first regional step of lymphatic drainage and metastasis
of the primary tumor. Lymph node imaging using near-
infrared fluorescent QDs may offer a promising alternative
to the current procedures involving consecutive injections
of radioactive colloids and blue dyes.””** The QDs were
purified by ultracentrifugation and ultrafiltration and
~20 uL (~0.5 optical density at 690 nm) were injected
subcutaneously into the right anterior paw of healthy
mice. The regional lymph node was visible as soon as a
few minutes and for several hours after injection by near-
infrared fluorescence imaging (Figure 9 and the Support-
ing Information, Figure S8), and the QD accumulation in
the right axillary lymph node at 4 h postinjection corre-
sponded to 1.42 + 0.42% of the injected dose as indicated
by ICP-MS measurements of In concentration, which is
consistent with what was previously observed with other
II-VI or I-III-VI, near-infrared QDs.'"*****" This
demonstrates that the Cu—In—Se/ZnS core/shell QDs
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maintained their optical properties in vivo for at least
several hours.

We have presented here a novel and simple scheme for
the synthesis of fluorescent Cu—In—Se core and
Cu—In—Se/ZnS core/shell QDs. This synthesis could be

scaled up since it does not reguire injection or

hazardous precursors. The core sizes were controlled by
the final temperature of the synthesis or by the speed of
the temperature rise. The resulting core—shell QDs offer
PL emission tunable from 700 to 1000 nm directly depen-
dent on the particle size, with quantum vields ranging
from ~50% for smaller QDs to 10% to larger QDs in
organic solvents. Their photophysical properties are con-
sistent with donor—acceptor recombination rather than
direct band edge exciton recombination. Zinc sulfide shell
growth provided good PL stability in aqueous environ-
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ment, as was demonstrated with in vive imaging of
regional lymph nodes in mice. These QDs represent a
novel class of Cd-, Hg-, and Pb-iree emitters in the near-
infrared range up to I gm that extend the spectral range
offered by previously reported CulnSs-based QDs.
Further careful studies will be needed to determine the
toxicity of these Cu—In—Se/ZnS QDs, and we expect that
ihese QDs could {ind numerous applicaiions in lighi
emitiing devices or for in vive imaging with reduced
toxicity.

Acknowledgment. We thank X. Xu for assistance with
TEM imaging. We acknowledge Agence Nationale pour la
Recherche (ANR) for financial support.

Supporting Information Available: Additional experimental
and methodological details (PDF). This material is available
free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.



C. Production scientifique

Publications

M. Helle, E. Cassette, L. Bezdetnaya, T. Pons, A. Leroux, F. Plénat, F. Guillemin, B.
Dubertret, F. Marchal Visualisation of sentinel lymph node with indium-based near infrared

emitting quantum dots in a murine metastatic breast cancer model PLoS One, 7(8): e44433.
DOI :10.1371/journal.pone.0044433

E. Cassette®™, M. Helle*, L. Bezdetnaya, F. Marchal, B. Dubertret, T. Pons Design of
new Quantum Dot Materials for Deep Tissue Infrared Imaging Advanced Drug Delivery
Reviews, article sous presse

M-A. D’Hallewin, M. Helle, J. Garrier, L. Bezdetnaya, F. Guillemin Animal models
for photodiagnosis and photodynamic therapy Israel Journal of Chemistry, article sous
presse, DOI : 10.1002/1jch.201100074

E. Cassette, T. Pons, C. Bouet, M. Helle, L. Bezdetnaya, F. Marchal, B. Dubertret
Synthesis and characterization of near infrared Cu-In-Se/ZnS core/Shell Quantum Dots for in
vivo imaging Chemistry of Materials, 2010 22 (22), pp 6117-6124

Communications orales®¥ et par postersigl

® M. Helle, E. Pic, T. Pons, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, B. Dubertret, F. Marchal.
Biodistribution des Quantum Dots dépourvus de métaux lourds (CulnS»/ZnS) émettant dans le
proche infrarouge sur souris saines. 2°™ colloque Inter-régional Grand Est de Recherche
Translationnelle en Oncologie, Nancy, 8 - 9 septembre 2011

€ M. Helle, E. Pic, T. Pons, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, B. Dubertret, F. Marchal.
Biodistribution des Quantum Dots dépourvus de métaux lourds (CulnS,/ZnS) émettant dans le
proche infrarouge sur souris saines. Colloque Nano-Hybrides 8, Bastia, 5 - 9 juin 2011

[1 M. Helle, T. Pons, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, B. Dubertret, F. Marchal.
Biodistribution of near-infrared emitting CulnS»/ZnS Quantum Dots by mass spectroscopy
and fluorescence imaging of sentinel lymph node in mice. Clinical Nanomedicine, Bale, 7 —9
mai 2012

.1 M. Helle, T. Pons, L. Bezdetnaya, A. Leroux, F. Plénat, F. Guillemin, B. Dubertret,
F. Marchal. Visualisation du ganglion sentinelle a llaide de ODs a base dlindium émettant
dans le proche infrarouge dans un modéle murin métastatique de cancer du sein. T™
Journée Claude Huriet de la recherche biomédicale, Nancy, 2 mars 2012

[1 M. Helle, E. Pic, T. Pons, E. Rampazzo, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, L. Prodi, B.
Dubertret, F. Marchal. Evaluation of the toxicity of fluorescent nanoparticles used in the
detection of the sentinel lymph node in breast cancer. Conférence INRS 2011 [/Risques liés
aux nanoparticules et aux nanomatériaux, Nancy, 5 - 7 avril 2011

[.1 M. Helle, E. Pic, T. Pons, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, B. Dubertret, F. Marchal.
Biodistribution of near-infrared emitting CulnS,/ZnS quantum dots by mass spectroscopy and

fluorescence imaging of axillary lymph node in healthy mice. Colloque Photobiology 2010,
Paris, 25 - 26 octobre 2010

.1 M. Helle, E. Pic, T. Pons, L. Bezdetnaya, F. Guillemin, B. Dubertret, F. Marchal.
Biodistribution of near-infrared emitting CulnSy/ZnS Quantum Dots by mass spectroscopy
and fluorescence imaging of axillary lymph node in healthy mice. 12°™ Journées de la
Matiére Condensée, Troyes, 23 — 27 aott 2010

175



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 radiocolloide) ne sont pas idéaux et peuvent occasionner des
réactions allergiques et engendrer des colts importants. Une alternative a 1’utilisation de ces traceurs
repose sur le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge a 1’aide de
nanoparticules. Deux types de nanoparticules ont été étudiés : les Quantum Dots (QDs) a 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 étre plus faible que
celle des QDs a base de cadmium. La visualisation du GS par les traceurs actuels étant altérée par
I’envahissement métastatique du ganglion, un modéle 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 étre
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 a I’imagerie tumorale mais les études portant sur la
visualisation du GS sont peu nombreuses. Les avantages de [’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 ét¢ suivies pendant 3 mois aprés injection de NPSi et aucun signe de
toxicité générale ou hépatique n’a pu étre décelé.

Ces deux types de nanoparticules fluorescentes sont particuliérement bien adaptés a la
cartographie du GS et pourraient avantageusement remplacer les traceurs employ€s actuellement.

Mots clés : ganglion sentinelle, imagerie de fluorescence proche infrarouge, Quantum Dots a 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



