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Introduction

Le cancer du sein est le plus frequent des camdeg la femme. Depuis 2005,
environ 50.000 nouveaux cas sont recensés par &magce. Ce type de cancer représente
toujours, malgré I'évolution de la prise en chapdridisciplinaire, un véritable probléme de
santé publique. En effet, le cancer du sein resfgdmiere cause de déces par cancer chez la
femme avec 12.000 déces par an en France correapan@0 % des déces par cancer chez la
femme.

Dans le traitement des cancers du sein opérabdeglidgnostic des métastases
ganglionnaires est réalisé en parallele a la dffieypar la technique du ganglion sentinelle
(GS), considérée depuis peu comme la nouvelle igabrde référence. Cette étape est tres
importante car elle détermine I'existence ou namdénvahissement ganglionnaire, facteur
pronostic le plus important, permettant d’adapterntrhitement associé a la chirurgie. La
technique du GS évite I'ablation de tous les gamglide l'aisselle (curage axillaire) chez les
femmes qui n'ont pas datteinte des GS, leur évitdes séquelles fonctionnelles ou
I'apparition de gros bras (lymphcedeme).

La premiere étape de la technique du GS consigpéier et prélever le premier relais
ganglionnaire régional potentiellement métastatidiee GS est localisé aprés injection d’'un
radiocolloide quelques heures avant I'interventoais d’'un colorant physiologique bleu en
peropératoire. La seconde étape correspond a ééhamatomopathologique du ou des GS
réséqués. Cependant, il y a des inconvénientsentga cette procédure, et notamment des
risques de choc anaphylactique au colorant blesi gime des tatouages cutanés persistants,
l'injection du radioisotope ne peut étre réalisée gar du personnel qualifie (médecin ou

technicien isotopiste) dans un service spécifique.

Dans l'objectif de pallier aux différents inconvénis de la technique du GS, de
nouveaux marqueurs ont été adoptés au Laborattese « quantum dots » (QDs), afin de
substituer les produits de contraste habituelleragligés. Les QDs sont des nanocristaux de
semi-conducteurs fluorescents, de forme sphériquélds dimensions sont de 'ordre de 2 a
10 nm. Leurs propriétés photophysiques hors du aomen font des colorants exceptionnels.

Ce manuscrit comprend, dans un premier chapitigyrithése bibliographique, divisée

en 2 sous-chapitres, dans lesquels seront déadtessivement I'anatomie du sein et de son
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systeme lymphatique, la technique du GS ainsi queimplication dans le pronostic et la
classification des cancers du sein. Le second cloagitre détaille les propriétés
photophysiques des QDs, leur composition, les igdes de détection utilisées pour les

guantifier ainsi que les différentes études deibtabution réaliséem vivo.

Dans un deuxiéme chapitre, une étude sur la latalisdu ganglion axillaire (GA) au
moyen de QDs émettant dans le rouge, suite a jm&tion sous-cutanée (s.c.) chez la souris
saine, sera présentée ainsi qu'une étude de bibdistn. Les QDs ont été détecti@dsvivo
par spectrofluorimétrie fibrée, méthode mini-invasipuis leur quantificatioax vivodans les
organes, le sang et les excrétions a été réalipées extraction chimique, par spectrométrie

de fluorescence.

Afin de détecter des ganglions lymphatiques pla$égmds dans les tissus, et de fagon
non-invasive, des QDs émettant dans le prochermfgee (PIR) ont été employés. Ainsi, dans
un troisieme chapitre, une étude sur la cartogeapl@ ganglions régionaux drainant les
mamelles thoraciques de la souris et leur disiobutissulaire & moyen terme sera décrite.
Les QDs ont été visualisés par imagerie de fluemse, méthode non-invasive, et la

biodistribution a été évaluée par spectrométrimdsse.

Suite aux études sur animaux sains, un travag @@tduit sur modéle tumoral murin
de cancer du sein. Ainsi, dans un quatrieme clegpérrepérage du GS axillaire a été investi
par imagerie de fluorescence suite a I'adminisiratie QDs PIR sur des souris porteuses de
tumeurs mammaires. L'envahissement métastatiqugliganaire a été déterminé, soit par
lecture directe des coupes colorées de GAs, spiteparse transcription-polymerase chain

reaction(RT-PCR), technique semi-quantitative.

Une synthése générale des résultats ainsi questepgttives a court et moyen terme

seront développées dans un dernier chapitre.



Synthese
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Chapitre | : Synthése bibliographique

|. Cancer du sein et technique du ganglion sentinel

l.1. Epidémiologie et étiologie du cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréqueig esssi la premiere cause de décés
par cancer chez la femme dans le mdhdé En 2005, en France, son incidence est de 101,5
pour 100.000 personnes, correspondant a 49.814eaax\cas, soit 37 % des cancers chez la
femme et 11.201 décés soit un taux de mortalitd @& pour 100.000 personngs®. De
1980 a 2005, lincidence du cancer du sein a augimeéa 74 %, soit une hausse annuelle
constante de 2,4 %, alors que depuis 1998, ledauxortalité diminue de 1,3 % par an. Le
vieillissement de la population, les nouveaux modessie (obésité et alcool plus courants
chez la femme depuis quelques décennies), aindaguése en place du dépistage du cancer
du sein contribuent a l'augmentation de cette ewig, alors que ce méme dépistage,
combiné a l'amélioration des stratégies thérapaaqpermettent la diminution de la
mortalité®® 4,

Il est a noter qu’en comparaison avec les autrgs paropéens, la France fait partie
des pays ou le taux d’incidence a augmenté le \ptassur la période 1980-2005, avec une
incidence relativement haufé. Cependant, elle reste nettement inférieure & cib Etats-

Unis qui est de 182,5 pour 100.000 personnes e#'200

Les facteurs de risque du cancer du sein sont rembet trés varié® 7. Il est
possible de les classer en fonction de leur impogadonnée par la valeur du risque relatif
(RR). Ainsi, plusieurs catégories peuvent étre ftifiées avec des risques relatifs
décroissants : les risques principaux, les risgmesrtants, les risques d’'importance mineure

ou dont I'importance reste a déterminer.

o0 Les risgues principaux

Le sexe est le principal facteur de risque de aqatigesein puisqu’il concerne 99 % des

femmes contre 1 % des homnied.

L’age aprés le sexe représente un facteur impopamt tout type de cancé€r X Le

cancer du sein affecte trés rarement les femmeasales de 30 ans, mais plus une femme
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avance en age, plus le risque de développer urecahcsein augment® . En France,
presque 10 % des femmes développent un cancerirdurseins de 10 % surviennent avant
40 ans, 25 % avant 50 ans et pres de la moitiét ®fmans. Le RR associé a un age supérieur
a 65 ans est de 558/,

L’hérédité joue aussi un réle important : 5 & 10dé6 cancers du sein sont dus a une
prédisposition génétiqu&**. Plusieurs génes sont connus comme associésisque accru
de cancer du sein quand ils portent des mutatidrs!. Parmi ces génes de prédisposition,
2 sont reconnus pour étre responsables de la ndegi€ancers du sein familiaux. Il s’agit des
genes BRCAL et BRCA2, localisés respectivementlasirchromosomes 17 et 13. Etre
porteur d’'une mutation germinale de 'un de ces8e3 confere un risque cumulé élevé de
développer un cancer du sein, estimé entre 60 & 850 ans pour une fem#ig ! un RR
de plus de 200 a été estimé pour les personneihs e 40 ans porteuses de mutations du
géne BRCAL1 et un RR de 15 pour les personnes &igée a 69 ans ¢!

0 Les risques importants

Les maladies histologiques du sein, méme bénigiesi, que les antécédents de cancer,
quels quils soient, peuvent augmenter le risquecalecer du seif’’. En effet, il a été
démontré qu'un RR de 5,3 était associé a des pesieayant un antécédent d’hyperplasie
atypique et un RR de 17,3 a été estimé pour deopees avec un historique de carcinome

canalairen situ™?,

Les antécédents familiaux sont également importamnnaitre car le RR associé a un
cancer diagnostiqué chez une parente du premieé degre, soeur ou fille) de 50 ans ou plus
correspond a 1,8 alors que chez une parente dugsrdegré de moins de 50 ans, il équivaut
a 3,3. Si 2 parentes du premier degré sont affeciEe®R augmente a 36" "

L’exposition du tissu mammaire aux radiations ianigs, avant I'adge de 40 ans est
susceptible de provoquer un cancer du sein darenteses ultérieures, dans la mesure ou ces
radiations ionisantes endommagent I'ADN. Aprés extrapolation des données de la
littérature, un RR pour une exposition de 1 Gy apnée période de latence de 10 ans a été

évalué a 1,6 4,
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L’origine géographique influence aussi le risquecdrcer du sein. Ce risque augmente
plus de 4 fois si la patiente est née en Amériquéldrd ou en Europe du Nord comparé a

une femme née en Asie ou en Afridle

0 Les risques modérés

Beaucoup d’autres facteurs de risques liés au ndedeie tels que la consommation
réguliere d'alcool*® ¥ le tabagism&® Y 'obésité?> 22 une alimentation riche en graisse
24251 oy encore la puberté précol8, la ménopause tardive, les traitements hormonaux
substitutifs de la ménopau&d, la contraception oralé”, et bien d’autres peuvent favoriser
le risque de cancer du séint.

l.2. Anatomie et drainage lymphatique du sein

[.2.1 Anatomie du sein

Le sein est un organe visible et palpable, innawéchement vascularisé dont la

fonction premiére est la production de lait mate(laetation).

Situés a la face antérieure du thorax, les seidseptent une base mammaire
s’étendant de la deuxiéme cote jusqu’a la sixietmeuebord latéral du sternum jusqu’a la
ligne axillaire antérieur&®. En arriére, le sein repose non pas sur une supiane mais sur
la cage thoracique qui est nettement convexe (€igjurLa face profonde de la glande repose

sur le muscle grand pectoral.

Figure 1.La base mammair&®

Sur le plan superficiel, en avant et latéralemientissu glandulaire est étroitement uni

au derme par des ligaments (ligaments de Coopeémpeymettent de suspendre la glande au
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plan cutané et constituent son principal moyen idaef (Figure 2). La plague aréolo-
mamelonnaire située au sommet du cone mammairditoendgalement la clé de vodte en
terme de stabilité et de fixation cutanée. Le mameist implanté sensiblement au centre de
'aréole et présente a son extrémité les orifioes th a 20 canaux galactophores terminaux
(conduits lactiferes), distinctement séparés lesdes autres. L'aréole est pourvue de fibres
musculaires lisses qui contrdlent la fonction etaré du sein au moment de la lactation
(Figure 2)%8.

Figure 2. Coupe anatomique simplifiée et schématique d'un.ski cage thoracique, 2 : muscles pectoraux,

3 : lobule, 4 : mamelon, 5 : aréole, 6 : conduiagmphore, 7 : tissu adipeux, 8 : peal.

Sur le plan interne, le volume mammaire n'est pasgsttué uniquement de tissu
glandulaire (canalaire et lobulaire) mais ausstis&u adipeux et conjonctif. La proportion
entre ces 3 éléments varie considérablement demenk a I'autre mais aussi chez une méme
femme en fonction de son age, de son statut hodnebrde ses variations pondérales. Ceci

explique les grandes variations de densité et deistance de la glande mamméife

1.2.2 Anatomie du drainage lymphatique du sein

Les anatomistes s’attachent a décrire les lymphesigiu sein en distinguant le réseau
lymphatique superficiel drainant la peau de la @@gmammaire, du réseau plus profond

drainant la glande mammaire elle-mé&iie’X],

10



Chapitre | : Synthése bibliographique. Cancer din & technique du ganglion sentinelle

[.2.2.1. Réseau lymphatique cutané

Les lymphatiques cutaneés issus de la région marenfi@iment un réseau dense au
niveau de I'aréole et du mamelon : le réseau aréaaperficieF> !

De ce réseau aréolaire, partent en profondeur tis panaux qui se jettent dans un
plexus sous-dermique : le plexus sous-aréolairgu(Ei3). Celui-ci recoit une grande partie
des lymphatiques de la glande mammaire et congétaentre anastomotique principal entre
le réseau glandulaire et le réseau cutané. lloestd par des troncs volumineux et bosselés.
L’ensemble de ce plexus représente un disque pers& partie centrale d’'un orifice qui
circonscrit la base du mamelon. En dehors de llaré® plexus sous-aréolaire devient de
moins en moins dense pour former le plexus circénlaire. Le réseau cutané superficiel se
draine essentiellement dans les lymphonceuds (ogligas lymphatiques) axillaires et se

continue dans le réseau des régions voisffied!

Figure 3. Voie de drainage axillaire principale. 1 : lymphari® sous-claviculaires, 2 : plexus sous-aréolare d
Sappey, 3 : tronc interne, 4 : tronc externe,ydnphonceuds du groupe inférieur de la chaine marareaterne,

6 : lymphonceuds paramammaire sous-cutané de Sorgiugymphonceuds du groupe moyen de la chaine
mammaire externe, 8 : lymphonoeuds du groupe swpédie la chaine mammaire externe, 9 : lymphonceuds
sous-scapulaire§%

[.2.2.2. Réseau lymphatique glandulaire

Les lymphatiques glandulaires naissent des lobglasdulaires par de vastes sacs
périlobulaires. Ces sacs ne sont pas contenustarigdur des lobules, mais ils s’étalent a leur
surface. Au niveau des conduits galactophores,éfeau d'origine est formé par des

capillaires, dont la direction générale est palal@ celle des conduits excréteurs et qui

11
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s’unissent entre eux par des anastomoses tranegerBes sacs perilobulaires partent des 2
ordres de collecteurs : les uns gagnent le pleaus-aréolaire de Sappey en cheminant entre
les conduits galactophores, et de 13, rejoignentyimphonceuds axillaires. lls forment la voie

de drainage principale de la glande mammaire. Leeaémergent au niveau de la périphérie

de la glande et forment plusieurs voies accessgites

Le drainage lymphatique proprement dit de la glant@mmaire est tributaire de
3 régions lymphonodales : la région axillaire, égion mammaire interne et la région sus-

claviculaire!?® 3034

o La réqgion axillaire

Les vaisseaux d’origine glandulaire, tributaires d@mphonceuds axillaires suivent
3 voies : I'une principale et 2 accessoires. Ce®i8s axillaires assurent la quasi totalité du
drainage lymphatique de la glande mammaire, ereiiéaot 75 & 95 % du flux lymphatique
originaire du sein.

L’origine de la voie de drainage axillaire prindpanait de 2 troncs partant de la
périphérie du plexus sous-aréolaire de Sappeyrdoe externe se porte transversalement en
dehors et vers laisselle, et recoit comme afflyenmicipal un collecteur qui provient de la
partie supérieure de la glande. Le tronc interhes polumineux, passe en dessous de I'aréole
en décrivant une courbe concave en haut. Il gageeite, comme le précédent, la base de la
région axillaire en cheminant dans le tissu cellalaous-cutané, le long du bord inférieur du
grand pectoral, qu'il croise au niveau de la tesis¢ cbte. Il recoit également un ou
2 affluents principaux issus de la région inféreedtle la glande (Figure 3). Ces 2 troncs
principaux traversent 'aponévrose du creux axglaprés avoir contourné le bord antérieur
de la base de l'aisselle, puis se terminent dansw@ lymphonceuds placés sur la paroi
interne de l'aisselle.

Parmi les voies accessoires axillaires, on diseniguvoie transpectorale et la voie
rétropectorale (Figure 4). La voie transpectorakecemposée de lymphatiques qui émergent
de la face postérieure du parenchyme de la glaratemaire. Les uns traversent le grand
pectoral avec les ramifications des artéres thques supérieures et acromio-thoraciques et
se rendent aux ganglions lymphatiques sous-claires. Les autres sont satellites des
rameaux artériels qui perforent le muscle grandgoak au dessous du bord inférieur du petit

pectoral. lIs se drainent dans les lymphonceudasélle (Figure 4).

12
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La voie rétropectorale est constituée par un owi8seaux qui contournent le bord
inférieur du grand pectoral et montent directemasns les lymphonceuds sous-claviculaires,
en passant soit en arriére du petit pectoral,fg bte la veine axillaire, soit entre les 2 muscles
pectoraux. Dans ce cas, on peut rencontrer deshigngpuds inter-pectoraux ou ganglions de
Rotter (Figure 4).

Figure 4. Voies de drainage axillaire accessoires. 1: lynmobod intercalaire rétropectoral de Grossmann,
2 : lymphonceuds sous-claviculaires, 3: voie lyntiglu@ accessoire transpectorale, 4et 6: plexus
rétromammaire, 5 : réseau lymphatique superfi@ielanastomoses lymphatiques entre les réseaugnuofet

superficiels, 8 : voie lymphatique accessoire genorale™”

o Larégion mammaire interne

Les collecteurs de la voie de drainage mammairerriet naissent de I'extrémité
interne du sein. lls suivent le trajet des artésodjue I'artere mammaire interne envoie a la
glande mammaire. Selon les observations de Capthnil existe 2 types de pédicules
secondaires. Le premier, prépectoral parcourt da &ntérieure du grand pectoral avant de
pénétrer dans ses fibres. Ce pédicule perfore Issles intercostaux au hiveau dé8e23™e
4°M ot M espaces intercostaux, puis se jette dans lesigasgie la chaine mammaire
interne (Figure 5). Le second, sous-pectoral, apiressorti de la glande mammaire, se dirige
vers le bord inférieur du muscle grand pectordbripe ensuite la face profonde de ce muscle
avant de perforer les espaces intercostaux powoindeg les lymphonceuds mammaires

internes (Figure 5).

13
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{ ] 7 § e 6

Figure 5. Voie de drainage lymphatique interne. 1: lymphodseparasternaux, 2 : rameaux lymphatiques

perforants®”

o La réqgion sus-claviculaire

Rarement, un tronc lymphatique nait de la partgesarinterne de la glande, monte en
arriere des muscles pectoraux ou entre ces 2 nsusecdat de s’engager sous la clavicule pour

se drainer dans les relais ganglionnaires susetliamres (Figure 6).

Figure 6. Voie de drainage sus-claviculaire rétromammairelymphonceuds sus-claviculaires, 2 : vaisseaux

lymphatiques rétropectoraux, 3 : rameaux lymphatiqperforantd®”
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[.2.3. Anatomie du ganglion lymphatique

Le ganglion lymphatique (ou lymphonceud) est entalmée capsule fibreuse qui se
prolonge dans le ganglion jusqu’aux travées (obéales) (Figure 7). La substance du
ganglion lymphatique est divisée en 2 parties midulla (interne) entourée par le cortex

(externe), excepté au niveau du hile ou elle esrtreontact direct avec la surface.

Follicule lymphatique
Centre germinatif

Sinus cortical
) Fibre réticulée
Vaisseaux

lymphatiques
afférents

Valvule
Médulla
Cardon méduliaire

Sinus médullaire
Fibre réticulée

Vaisseaux
lymphatique

’ Vaisseaux

lymphatiques
afférents

Figure 7. Schéma illustrant I'architecture d'un ganglion lymagique 2

Dans le cortex, les sinus subcapsulaires, immédete situés sous la capsule et dont
I'endothélium est en continuité avec celui des seasix lymphatiques afférents, drainent les
sinus corticaux. La partie externe du cortex contigrincipalement des lymphocytes B
arrangés en follicules dont le nombre et la contmrspeuvent varier et pouvant développer
un centre germinatif une fois en contact avec uimgamne, alors que le cortex plus profond est
constitué majoritairement de lymphocytes T. Il &xigussi une zone du cortex connue pour
abriter des cellules dendritiques. Le cortex possédalement des fibres réticulées qui
fournissent un support structural mais aussi undasel d’adhésion pour les cellules
dendritiques, les macrophages ou encore les lynypémclLa medulla est composée de
cordons médullaires contenant des plasmocytesselydghocytes B, séparés par des sinus
médullaires constitués de fibres réticulées etstitiytes. Le cbété concave du ganglion
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lymphatique est appelé hile. Les vaisseaux efféreant attachés au hile par un réticulum

relativement dense et portent la lymphe hors dglgam

De multiples vaisseaux lymphatiques afférents thirsent la lymphe via la capsule
dans le lymphonceud. Cette lymphe s’écoule dansitess subcapsulaires, corticaux puis

médullaires pour finalement atteindre le hile etispar les vaisseaux lymphatiques efférents.

1.2.4. Ganglion lymphatique et cancer

Les ganglions jouent un role essentiel dans lerétantle la progression tumorale. En
réponse a l'antigénicité des cellules tumorales, danglions régionaux peuvent initier et
développer des réactions immunitaires. En méme denip peuvent capter les cellules
tumorales circulantes. Agissant comme « barrieis yeuvent les détruire complétement ou

au moins arréter temporairement leur progression.

Les métastases ganglionnaires sont le reflet dbffiasion et de la prolifération de
cellules venues de la tumeur primitive par les aangmphatiques afférents et retenues dans
les sinus ganglionnaires. Classiqguement, le pregaaglion de drainage se comporte comme
un « filtre ». Tant qu'il n’est pas débordé paraffiux massif de cellules néoplasiques issues
de la tumeur primitive, il formera un barrage edfie. La dissémination s’effectue de proche
en proche par embols dans les vaisseaux lymphatigtférents. Dans les ganglions, les
cellules tumorales colonisent dans un premier tdmpgus periphérique, puis elles pénéetrent
le ganglion par les sinus médullaires, la médwlairle cortex. Dans certains cas, cela aboutit
a l'effacement complet du parenchyme ganglionnpie le processus métastatique. Une
dissémination extra ganglionnaire est égalementsiples apres rupture de la capsule
ganglionnaire.

Cependant, I'observation de ganglions distaux esvatlors que les premiers
ganglions du relais sont indemnes (skip métastasasygere limplication d’autres
mécanismes. Des métastases rétrogrades, contatdatéou paradoxales sont parfois
rencontrées. Elles peuvent s’expliquer par destshdas blocages circulatoires (dans certains
ganglions envahis) ou par des particularités imnagiques de certaines cellules tumorales.

En fait, les vraies skip métastases resteraiees @ a 4 %¥°.
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1.3. Technique du ganglion sentinelle

1.3.1. Définition et historique du ganglion sentinke

Selon la définition originale de Mortdi!, le ganglion sentinelle (GS) est le premier
relais ganglionnaire drainant la tumeur et donpriEmier relais lymphatique potentiellement

meétastatique. En réalité, le plus souvent, il eq@usieurs GS (Figure 8).

Primary tumaor

Sentinel nodes
Yy 1
1’{

Lymphatic
collecting
vassels

)

Second tier nodes

Initial lymphatics

Figure 8. Définition d'un GS®

Gould a été le premier a employer le terme de glgansentinelle » en 1960 pour
décrire le ganglion situé au confluent des veiresafes antérieures et postérieufés Ce

ganglion prédisait le statut des ganglions du @sightients atteints de cancer de la parotide.

La premiére utilisation pratique du GS remonté@7lpar Cabafas dans le cancer de
la verge!®®. Il a décrit que si le ganglion était indemne détastase, les autres ganglions
seraient dépourvus de tout envahissement métastatite principe a été appliqué, a la suite
des travaux de Morton en 1992 au drainage des orékest>”. Viennent ensuite les études de
Krag en 1993*Y et Giuliano en 199¥? appliquées au cancer du sein. Ils ont ainsi imétsé
grandes études cliniques pour valider la technaju&S sur un grand nombre de patients et

validé cette approche diagnostique.

1.3.2. Curage axillaire

Le statut ganglionnaire a la valeur pronostiquelis importante avec la taille de la

42l le taux de survie étant corrélé au nombre de lgarsgenvahis*®. Le curage

tumeur
axillaire était, jusqu’a récemment, le seul moy&btenir une évaluation pronostique et était

le traitement de référence des cancers du seiraloleér Son objectif est double : réaliser le
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diagnostic histopathologique des ganglions des jersnétages potentiellement envahis (I et
Il de Berg) apres leur ablation et améliorer leto@le de la maladie. Un curage axillaire est
considéré comme significatif si au moins 10 ganglieont prélevés.

Le curage axillaire est a lorigine de nombreusesnglications locales ou
locorégionales, dont les plus communes sont le hoegeme (ou cedeme lymphatique), la
formation de lymphocéle, les troubles moteurs eeunsitifs (engourdissements, raideurs,
mouvements limités de I'’épaule ou du bras, sensatidterées,...), la douleur ou encore les
infections post-opératoires qui ont une incidenoa négligeable sur la qualité de vie des

patients** 4%

Le lymphcedéme, communément appelé « gros brasguldrsurvient au niveau du
bras, est défini comme une accumulation anormalergésée ou régionale excessive de
fluide interstitiel riche en protéines due a unstaolction des vaisseaux lymphatiques, ayant
pour résultat la formation d’'cedeme, I'apparitioinflfammations chroniques et de fibroses
(Figure 9). Le lymphoedéme représente l'une de<ipafes complications apres un curage
axillaire et peut survenir de nombreuses annéessdgprchirurgie. Il implique souvent des
séquelles fonctionnelles, avec une incidence d&@ % selon les études et ces méthodes de

détection** 461

Figure 9. Lymphoedéme du bras droit aprés un curage axiliez une patiente atteinte d’'un cancer du sein.

(photographie provenant du Centre Alexis Vautrin)
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La formation de lymphocele définie comme un épamsre de liquide lymphatique
en dehors du systéme circulatoire est la compticala plus fréquente suite a un curage
axillaire, avec une incidence de 5 & 80 % suivesiétudes rapportéés 7.

Les incidences reportées sur les problémes fomailer{mouvements limités, perte de
force musculaire) du bras et de I'épaule apresunage axillaire sont de 8 a 73 %, dépendant
de la définition de ces complications mais ausdadiurée de leur suilf®. Il est & noter que
ces limitations motrices peuvent significativemafiécter la qualité de vie des patients.

La douleur post-opératoire suite a un curage asitdecomme continue et durable au
niveau de l'aire axillaire, du bras et de la pdharacique latérale et est rencontrée dans 2,5 a
30 % des cal®.

Des altérations sensorielles (pertes de sensatmostements ou paresthésies) sont
aussi rencontrées surtout au niveau du bras etnsajatritairement dues au traumatisme du
nerf intercostobrachial et de ses ramificatifls

Enfin, des infections post-opératoires peuventesiry aggravant la stase lymphatique
par fibrose post-infectieuse des canaux lymphasigénsi, un lymphcedeme définitif peut
apparaitre ou un lymphcedeme déja installé peugisdagr. Les incidences rapportées dans la

littérature varient de 5 a 19 94,

Il faut noter que plus de 70 % des tumeurs déetaiférieure a 2 cm n’ont pas
d’envahissement ganglionnaire. Ces patients omt alo curage axillaire considéré comme
« inutile ». L’avenement du dépistage systématdjueancer du sein permet actuellement de
diagnostiquer a un stade plus précoce avec powégoence une diminution du risque
d’avoir une atteinte ganglionnaire. Ainsi, suitex@aonstatations liées a la morbidité du curage
axillaire et au faible taux d’envahissement gangiare pour les stades précoces de cancer

du sein, une nouvelle technique s’est développeéechnique du GS.

1.3.3. Technique du ganglion sentinelle

La technique du GS ou encore appelée biopsie dedaSiste en un prélévement du
ou des premiers relais ganglionnaires considérésm « représentatifs », évitant ainsi de
prélever I'ensemble de la chaine ganglionnaireteCetchnique s’effectue, en général, en
paralléle a la tumorectomie. Elle se décompose @ajies : une étape chirurgicale qui permet

l'identification du ou des GS et une étape anatatiogogique qui permet de faire le
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diagnostic histopathologique du ou des GS et algserminer s’ils présentent ou non un

envahissement tumoraf).

Le GS peut étre repéré soit par une méthode igpiepisoit par une injection de

[51]

colorant physiologique, soit par une technique doarit les 2 De nombreuses

observations ont conduit a recommander [l'utilisatide la technique combinée pour
lidentification du GS**°?,

[.3.3.1. Technique chirurgicale

0 Repérage du GS par radioisotopes

La réalisation d’'une lymphoscintigraphie préopératapparait comme facultative et
cette cartographie lymphatique, bien gu’informatiweérite d’étre laissée a la discrétion de
chaque équipe. En effet, si I'individualisation @& a I'imagerie est corroborée par le succes
de la détection peropératoif¥, inversement, la négativité de I'imagerie préofmdra ne
prédit pas forcément I'échec de la radiodétectiota &onde®®. Quant a Ilinjection du
colloide marqué, elle peut s’avérer problématigretermes non seulement d’horaire, mais

aussi de modalités d’exécution.

Le radiotraceur habituellement utilisé pour I'imagescintigraphique de la circulation
lymphatique est une suspension de nanocolloidegju@arau technetium-99-métastable
(*°™Tc). Les données physiologiques montrent que, pesncaractéristiques des particules
administrées, la taille joue, en général, le rélplus important sur la cinétique de circulation
lymphatique. Ainsi, la taille optimale des tracesesait comprise entre 10 et 100 Fth Les
colloides de petites tailles (< 10 nm) peuvent @asapidement entre les jonctions inter-
endothéliales des lymphatiques et permettent deNser directement les GS. L’inconvénient
est que ces petites particules sont peu retenusslels ganglions et migrent rapidement vers
les autres relais ganglionnaires. A l'inverse, rieslécules de grosse taille (> 100 nm) ont
tendance a migrer tres lentement voire a resterivaaau du site d’injection mais ne diffusent
pas a travers d’'autres ganglions. De plus, il $auligner le manque de renseignements précis
fournis par les différents fabricants sur la disition de la taille de leur préparation
colloidale. Cette insuffisance s’explique par I de la mesure de la taille des colloides est
techniqguement délicate et que les résultats obteaisnt suivant la méthode utilisée. Deux
préparations sont autorisées en France & ce janoci€ (Schering CIS Bio International)
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qui contient des particules colloidales de sulflgerhénium d’'un diametre moyen d’environ
100 nm alors que NanocBl(Amersham Health) est constitué de nanocolloidaumine
humaine de diamétre inférieur & 80 ffh Nanoci§ a été utilisé dans la plupart des études
rapportées au niveau national, en raison de sa@riarite de mise sur le marché mais peut-

étre aussi du fait qu'il ne contient pas d’albumit@rigine humainé®”.

L’administration du colloide marqué doit étre idaknt réalisée, selon Schneebaum
58 et Noguchi®, dans une fenétre de 1 & 24 h précédant I'intéiorenEn effet, du fait de
leur grande taille (environ 100 nm), les radiociolés sont captés par les macrophages,
impliqguant une migration lente vers le GS. La poisigé d’'injection du traceur la veille de
I'intervention a grandement facilité la participatides équipes chirurgicales ne disposant pas
d'un service de médecine nucléaire intégré dansifetitution et a permis d’optimiser la
planification opératoire de procédures de déteationGS multiples et successives. Le site
d’injection du radioisotope a fait I'objet de diges études comparant I'injection intra et péri-
tumorale, sous-cutanée, intradermique en regatd tdeneur, péri-aréolaire ou encore sous-

aréolaire % 69

La technique retenue comme étant la plus simglandardisable et
reproductible pour des praticiens qui n'ont pasahiude de palper un sein (médecine
nucléaire) est l'injection sous-cutanée au niveau’aréole (dans le derme profond ou se

trouve le réseau lymphatiquéy .

Au-dela de la controverse portant sur les containtogistiques et financieres
représentées par la réalisation d’'une lymphoscagtigie préopératoire, cette derniére permet
I'identification du site (axillaire ou extra-axill@) et du nombre de GS, le marquage cutané
de ce dernier, enfin la détection d’éventuels ganglnon sentinelles, dits aussi de « second-
échelon »®2. De plus, I''magerie préalable permet d'éviter ueeherche longue et vaine
lorsque le ganglion ne capte pas le radiotracene réinjection peut alors é&tre propo£ée |
est clair que cette attitude est privilégiée pa émuipes chirurgicales situées dans des
structures ou l'acces au service de médecine nuelést facile.

Cette modalité technique utilisant un radiocollofg@met surtout la réalisation d’'une
incision axillaire sélective de petite taille saitaplomb du repere cutané du GS mis en place
en préopératoire a l'issue de la lymphoscintigrapboit directement par le chirurgien aprés
exploration transcutanée a la microsonde, a laereble du« hot-spot »cutané axillaire.
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La définition du GS a la sonde de détection pewrpére apparait moins consensuelle.
Pour Borgsteir®!, le GS est constitué par le ganglion siége delua paute activité. Les
ganglions sont dits non sentinelles lorsqu’ils congnt une activité inférieure a 50 % de
celle du GS. D’autres auteurs ont recours a dessrafrapports d’activité), plus
reproductibles, mesurés tanidtvivo (activité du GS/activité du bruit de fond), tanédtvivo
(activité du GS/activité du ganglion non sentinellees ratios en faveur du GS doivent
excéder respectivement 2/1 ou 3tlvivo et 10/1ex vivoP* ¢ ¢ |'activité résiduelle du
creux axillaire aprés exérese du GS nécessiteed@tesurée a la sonde de détection
peropératoire et devra s’apparenter a celle dut lelifond, et dans tous les cas, ne pas
excéder 10 % de I'activité maximale du @$ vivo Pour Cox®® " si I'activité axillaire
résiduelle reste supérieure a 1,5 fois le bruitodl, il faudra s’employer a rechercher un GS

additionnel laissé en place.

0 Repérage du GS par colorants physiologiques

En France, seul le bleu patenté est utilisé. Adstriéj dilué ou non selon les auteurs,
sous un volume de 1-2 ml pouvant aller jusqu'a 5ahéz les femmes obed&, le colorant

est injecté a des sites éminemment variables skenéquipes® ! :

intratumoral,

péritumoral et sous-cutané (intradermique, sousidgre et sous-aréolaire). Le site
d’injection péri-aréolaire, région siege d’une impote condensation lymphatique, s’avere
particulierement séduisant dans les tumeurs infrigcies (T0), multicentriques ainsi que

dans les localisations tumorales médianes et dadraputs supéro-externéd.

Du fait de sa petite taille, entre 5 et 10 nm,leulpatenté migre tres rapidement et de
facon passive dans les canaux lymphatique. Aihgistiimpératif de respecter un délai de
5 a 10 minutes apres injection pour visualiser ¥ &in d’'éviter que le colorant ne migre
dans les ganglions de second échéfh La pratique de massages glandulaires doux,
immédiatement aprés l'injection, est recommant&e™, permettant ainsi une meilleure
migration du colorant dans les canalicules lymghegs. La chronologie des incisions
(axillaire, mammaire) est variable selon les awtela topographie de I'incision axillaire (a la
limite inférieure de la zone pileuse) est primolelidout particulierement lors de la réalisation
d’'un geste mammaire conservateur. Mal positionelde peut en effet étre un facteur d’échec
de l'individualisation du GS. Menée de facon soiggee rapide et atraumatique, la dissection

axillaire vise a repérer sélectivement le(s) caunédi(s) (et non d’emblée le ganglion)
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lymphatique(s) opacifié(s) qui conduira(ont) au @®alement coloré en bleu selon des
nuances (bleu marine, bleu turquoise, bleu ardo&élne intensité variable$?. La

découverte d’'un canalicule dilaté aboutissant gamglion faiblement ou non opacifié devra
faire évoquer son atteinte métastatique. En dHetplonisation du ganglion par des cellules

canceéreuses géne ou s’oppose a la captation passoaorant lymphotrope.

Il faut également signaler I'existence possibleptigsieurs canalicules menant & un
seul et méme GS. Si le drainage en série (un caf@limenant a un ganglion) est classique,
'éventualité d'un drainage en parallele (canaksulmultiples conduisant a plusieurs
ganglions) n'est pas exceptionnelle. En tout émtcduse, la palpation digitale du creux
axillaire en peropératoire est essentielle poupage omettre un envahissement ganglionnaire
evident. L’isolement du GS est au mieux réalisé gggrage de ce dernier pour prévenir
l'extravasation du colorant et permettre ainsi uneilieur contréle de qualité

histopathologique de ce ganglion témoin tel quiiiteétre préconisé par certaines équifies

0 Repérage du GS par la technigue combinée

La technique combinée est la seule recommandatitidée & ce jouF?. Il a été
démontré que l'association des méthodes isotop@juenlorimétrique donnait un meilleur
taux d'identification du GS, de I'ordre de 97 '93. Cependant, elle impose une harmonie
parfaite dans l'intervention des acteurs (médecidéaire, chirurgien, pathologiste) dans la
multidisciplinarité qu’elle requiert a tout instadie son déroulement. Elle suppose une
logistique parfaitement rodée, une réalisation dangnvironnement structuré et calme par

des praticiens hautement « motives ».

L’injection synchrone d’un mélange colorant et aae doit étre fermement proscrite
en raison de l'obtention d’'un précipiﬂ?l. Le principal intérét de la techniqgue combinée
consiste en un parfait positionnement de l'incisexillaire (sélectivement a I'aplomb du
repere mis en place a lissue de la lymphoscinpigie, en la confirmation formelle de la
nature sentinelle du ganglion identifié (bleu etéhaud) conduisant a une réduction du taux
des faux négatifs, enfin en une révision du crexilaire en fin d’intervention (absence
d’activité résiduelle). Certains opérateurs utiliska sonde pour identifier le GS, argumentant
la possibilité de réaliser aussi une dissectioflagna plus limitée qu’avec le seul colorant.

D’autres I'emploient pour confirmer la localisatiaiu GS, ou pour guider la dissection
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lorsque l'identification des canalicules s’avereffidie, notamment en cas de faible
opacification (volontiers observée dans les semseolution lipomateuse de la femme agée

ou volumineux)®.

Si la lymphoscintigraphie est négative, la techaigavec le colorant bleu est
également potentiellement négative. Cependant,nghéerdit pas de réaliser une recherche
des ganglions a l'aide de la sonde isotopique. @it poit rechercher un ganglion bleu soit
faire d’emblé un curage réglé, considérant I'écblecla technique. En effet, un ganglion
massivement envahi ne capte ni les colorants lytnppes, ni les radiotraceurs, un curage

axillaire est alors envisad®'.

o Facteurs limitants et effets indésirables dedhnique chirurgicale

Des limitations sont connues concernant aussi Hietilisation des produits
radioactifs que des colorants physiologigieg®

L’identification isotopique du GS se heurte a ddtipkes difficultés. Cette technique
est venue s’ajouter a des programmes d’activité diéargés. Les services d’isotopes doivent
faire face a la demande croissante de TEP-scaro@i@phie & émission de positons couplée
a la tomographie a rayons XJ\. Il faut donc « faire de la place » pour des itigets qui ne
peuvent étre réalisées, en France, qu’'en milieviaig®. Les médecins nucléaires sont peu
habitués a injecter des produits radioactifs dassskins des femmes. Il faut, de plus, trouver
des places sous les appareils de scintigraphie guenir des cartographies préopératoires.
Le consensus n'est pas fait sur I'utilité de cedoggaphies préopératoires. Les sondes de
détection peuvent, en effet, permettre de suivieal@eur sur la paroi thoracique de la patiente
vers le creux axillaire et son accumulation danss&. Cependant, seule la cartographie
permet d’identifier avec précision des drainagetopques vers les chaines mammaires
internes ou claviculaires, ces drainages pouvaateXclusifs dans respectivement 13 et 5 %
des cas, quel que soit le siége de la tumeur aassih’®. Si on se limite & I'étude du seul
creux axillaire, la cartographie n’est pas absolmedispensable. Le nombre de patientes
recevant une injection de radioisotopes n’'est daos limité par la place sous la caméra.
Certains centres peuvent alors faire des injectéondus de 10 malades par jour. Si, en
revanche, on souhaite connaitre le drainage gamglice de la tumeur dans son ensemble, et

si, comme dans certaines équipes, un curage mammsgrne est réalisé en cas de drainage
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interne mis en évidence par la cartographie, atllest indispensable et le probleme des
places sous les caméras peut limiter I'utilisaties radiocolloides.

Si certains centres de traitement ont un servisoibpes sur le site, d’autres doivent
faire les injections a leurs malades dans un liférdnt du centre chirurgical. La logistique
de I'acte chirurgical et du centre de soin doit &rganisée en conséquefce Enfin, si le
praticien chargé d’injecter les radioisotopes réa de probléme en cas de Iésion palpable, il
en va tout autrement en cas de Iésion non palp@bést d'ailleurs une des raisons qui a
conduit & la réalisation d'injections péri-arécdaif’ "> 8% On peut encore demander un
repérage échographique avant l'injection des radiopes. Chaque médecin sait néanmoins
gue plus une procédure est complexe et réclameéd/ignants, moins il y a de chances que
les choses se déroulent de fagon satisfaisantend@re, certaines équipes ayant constitué des
réseaux privilégiés a l'intérieur d’'un centre dénspla technique d’identification s’y déroule
alors dans la sérénité. Ailleurs, des organisatispécifiques doivent étre trouvées pour
pouvoir travailler dans les conditions optimalésut changement, toute nouveauté prenant la
place d’autres examens ou d’autres méthodes rarecdet ce fait des résistances, parfois
surprenantes.

Un consensus doit étre établi sur le siége deetinpn, péritumorale ou péri-aréolaire,
entre isotopistes et chirurgiens. Ce consensusaesient défini dans les publications. La
radio-activité délivrée par ces isotopes est fafltleeur durée de vie courte. Le personnel de
salle d’opération et du service d’histopathologiemarfois inquiet et réticent a manipuler des
pieces ayant recu des produits radioactifs. Le lopératoire et le service de pathologie
doivent observer des procédures spéciales de niexite des déchets radioactifs : des
consignes particulieres sont a respecter poulteinent du matériel et des déchets qui ont
été en contact avec le radioproduit. La demi-vigrmet les doses tres faibles de radioactivité
employées ont été étudiées et ont fait la preuvdede innocuité pour 'ensemble des
personnels médicaux et paramédicaux concéttiés

Il a également été rapporté de rares cas de réadlergiques suite a I'administration
de radiocolloides. En 2003, Burton rapporte un dmagéaction allergique chez un patient
admis pour une technique du GS suite au diagnastiun mélanomé&2. Dix minutes aprés
injection intradermique de colloides marqués’&irc conjugué a de I'albumine, le patient
présentait un urticaire tres étendu. Un cas sirgilai également été rencontré en 2007, 1 h
aprés injection du méme radiocolloide, suite ahiopsie du GS pour un cancer du s&th
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Le colorant bleu est gérable entierement par lerudien contrairement aux
radioisotopes. Sa simplicité d’emploi fait qu'iltagilisable en toute circonstance et en tout
lieu. Son codt est dérisoire. Son défaut princgstlla coloration bleue qu’il donne au champ
opératoire. Injecté en préopératoire ou dans ledditla tumorectomie, il colore le lit
opératoire. Les champs, les gants sont tachés etopgration en regle propre et non
hémorragique se transforme en un « océan bigt »

Le passage vasculaire du colorant peut modifigicaetiement le recueil automatique
de I'oxymétrie et perturber le fonctionnement dppaaeils en salle d’opération. L’étude de
Momeni a montré une chute significative de 33 %Waeymétrie apres injection de colorants
841 En régle générale, cet effet dure moins de 6ihsiAles anesthésistes doivent en étre
prévenus.

Une coloration cutanée grisatre des patientes stopératoire est tres fréquente, ce
qui peut inquiéter familles et infirmieres lors déveil. Enfin, une coloration bleutée des
urines et verte des selles est attendue : lesnpagieloivent en étre prévenues. Les tatouages
cutanés, lorsque le colorant est injecté en intragpie ou en sous-cutané, sont longs a
disparaitre et peuvent perdurer de une semaineu’ausgg 2 ans apres lintervention
chirurgicale. Dans 41 % des cas, le tatouage cyiarsste durant un an lorsque I'injection
est intradermiqué®.

Des réactions d’hypersensibilité immédiate ou dear(environ 1 h aprés injection) au
bleu patenté ne sont pas rares (Figure 10), reueéde0,6 a 2,8 % des patients, provoquant
urticaire « bleuté », angiocedéme, bronchospasneacare choc anaphylactiql§®. En effet,
les risques de réactions allergiques sont connuaretbles et sont également rapportés pour
d’autres colorants physiologiques tels que le hmsulfan ou le bleu de méthyléne, ce
dernier étant moins allergisant que les autresrants®®°. Devant un terrain allergique
important connu ou une personne atopique, il peatgéférable de ne pas réaliser l'injection
de bleu et de n’utiliser que la technique isotopighinsi, les risques rapportés précédemment
justifient la présence de I'anesthésiste au bloératpire au moment de l'injection mais

également pendant I'intervention.
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Figure 10.Parties du corps présentant de l'urticaire coldvzc3 patientes différentes. L'urticaire était prés

sur tout le corps des patientes. A®Bet C (provient du Centre Alexis Vautrin).

Les anatomopathologistes peuvent étre tres résickms de I'examen extemporané ou
apres la fixation en paraffine, a fournir un diagimsur une piéce colorée par le bleu. Le bleu
patenté géne en effet 'examen macroscopique visneéxtemporané comme apres fixation
par le formol, ce qui, avec I'expérience, est congéepar une palpation soigneuse de la piece.
Cependant, le bleu patenté ne géne ni I'étude lbgitpue, ni I'étude du gradeumoral, ni

celle des facteurs biologiques pronostiques parunohistochimie.

L’étude du GS rencontre un autre probleme poupolerant bleu mais aussi pour les
radioisotopes : I'obésité. Jamais clairement inflqulans les publications comme facteur
d’échec, I'obésité représente une limite de la wdthpour tous ceux qui pratiquent le GS. Le
colorant et/ou le radiocolloide se dilue dans laigpe et, ne trouvant aucun ganglion
lymphatique, ne migre pas. On peut rapprocher tte séuation les personnes agees dont le
tissu glandulaire a été progressivement remplacémpaglande mammaire déshabitée de son
tissu épithélial. Ces contre-indications relatidesla méthode doivent étre prises en compte

dans I'évaluation de la faisabilité de la techniffle

1.3.3.2. Etude anatomopathologique du ganglioniselfes

L’analyse anatomopathologique permet de fairedgmibstic histopathologique du GS
et donc de déterminer s'il y a ou non envahisseme#tastatique. La découverte d'un GS
envahi impose a I'heure actuelle la réalisationndcurage axillaire. Différents types
d’examens peuvent étre pratiqués sur les GS, réd&snen 2 groupes : extemporanés et

définitifs [,
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o0 [Examen extemporané

L’examen extemporané a pour but de permettre aturgien la réalisation d’un
curage axillaire dans le méme temps opératoirel@u&S, si 'analyse de ce dernier s’avere
étre positive. L'examen extemporané d’autres gangliest interrompu en cas de mise en
évidence d’'une métastase ganglionnaire. Il fautcddisposer d’'un examen histologique
extemporané ayant la meilleure sensibilité possiBletuellement, l'utilisation de cette
technique dépend des équipes de pathologistes mbthcole établi avec le reste de I'équipe

réalisant la technique du GS.

L’examen macroscopique du GS est peu fiable et arengt de détecter que des
meétastases de taille importante. De telles méesEstrainent généralement une déformation
et une induration des ganglions et sont alors pédsace qui contre indique la poursuite de la
procédure et préconise la réalisation d'un curagdlame. La sensibilité de I'examen
macroscopique est faible, de I'ordre de 22%k Ainsi, 2 autres méthodes sont utilisées :

I'apposition cytologique (ou empreinte) et les erasisur coupes congelées.

L’apposition cytologique est la technique la plaspdoyée. Elle se fait en apposant sur
une lame une tranche de GS, la lame étant ensoibeée par une méthode rapide. Les
tranches de section du ganglion sont secondairefixées puis incluses en paraffine pour un
examen histologique définitif. La sensibilité ddteeechnique est variable, allant de 33 a
96 % % % Cependant, elle peut étre améliorée par I'ergragmt de I'équipe de
pathologistes et par l'augmentation du nombre d@dmcties de ganglion effectué. Cette
technique a I'avantage d’étre rapide, peu coltetigeéserve le tissu lymphoide. Cependant,
une cytologie négative n’exclut pas un résultatitifas I'examen définitif®* et un résultat
douteux sera considéré comme non informatif podidgnostic final. La chirurgie, au niveau

axillaire, est alors interrompue dans I'attente@Riltats histologiques ultérieurs.

Pour la réalisation de coupes congelées, une teagelyanglion est immergée dans un
fixateur spécial puis des coupes fines congeléatréalisées, fixées sur lames puis colorées
rapidement soit au bleu Toluidine, soit par colorathématoxyline éosine safran (HES). Le
risque de cette technique est la destruction d®i tgotentiellement informatif pour le
diagnostic histologique, son exploitation nécessgalégrossir le prélevement pouvant porter

du tissu lymphoide pouvant étre porteur de micrastase&*. De plus, les coupes congelées
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sont rarement aussi bien réalisées qu'avec un tikectement fixé dans des solvants
formolés : des sections incomplétes peuvent extdsreinus subcapsulaires ou I'on rencontre
majoritairement les micrométastases. La congélaieut également compromettre la qualité
des sections de tissus fixés par la suite dansdaffpe, ou il est possible de retrouver des
artéfacts de congélation lors de ces coupes. Capergklon I'équipe de Van Diest, la coupe
en congélation de la moitié d’'un ganglion ou d'ar@che a une meilleure sensibilité que la
cytologie seule pour la détection de métastases; des valeurs respectives de 91 % et 63 %
[92. 98] Cette sensibilité augmente avec le nombre dechiem examinées et le nombre de
niveaux de coupe, pouvant aller de 52 % a 96 %ndew équipe$?. Elle dépend aussi du
type histologique de la tumeur : la sensibilité ldegechnique étant de 18 % pour les GS
prélevés dans les carcinomes lobulaires infiltrdtits Cependant, la technique sur coupes
congelées est plus colteuse et demande plus de fgoup sa réalisation que I'empreinte

cytologique.

Cependant, divers problemes persistent concermean? enéthodes. Quelle que soit la
technique utilisée, la sensibilité de détectiorerytoranée pour les micrométastases est tres
faible par rapport aux métastases de taille supgria 2 mnf*® °1 Ainsi, ces méthodes ne
sont pas sensibles pour la détection des micromée®® *°! 'examen extemporané reste
difficile pour les petits ganglions ainsi que pdas ganglions graisseux surtout pour la
technique de congélation des tissus. Contrairendzentette derniére, la technique de
'empreinte ne permet pas d’examiner beaucoup dlelee et nécessite donc l'avis d’un
pathologiste expérimenté. Les taux de faux négatifd aussi variables avec des valeurs de
9 % & 52 % pour la technique sur coupes congetébs®% a 70 % pour la cytolodié.

Certains auteurs ont alors cherché a augmenteeriailslité de la technique en
pratiguant une étude immunohistochimique extempmrarapide applicable sur coupes
congelées a l'aide d’anticorps anti-cytokératinéstte méthode de détection, sensible mais
tres colteuse allonge le temps d’analyse extemperdn GS et mobilise un technicien et un
pathologiste pendant plus d’une heure. Elle estdéseloppée en pratique courante, quelques

equipes la réservent en cas d’envahissement gangii@ douteux sur coupes congelées.

Les recommandations actuelles qu’elles soient é&ampes ou nord-américaines sont
en faveur de l'utilisation de I'empreinte méme s I[Européens proposent d’adapter la

technique en fonction des équipes et de I'expéeienies pathologistes. L'analyse
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extemporanée est géneralement pratiquée pour lagligas indurés ou suspects en

peropératoiré® %!

o Examen définitif

La détection de cellules métastatiques par immwwothimie (IHC) est souvent
couplée a la réalisation de coupes seériées. Hliseute plus souvent des anticorps dirigés
contre des cytokératines et permet de visualiser mdcrométastases non visibles en
coloration standard. Il s’agit le plus souvent dbes sous-capsulaires formés d’amas
tumoraux pluricellulaires, voire de cellules is@édl est important de confirmer par HES
gu’il s’agit bien de cellules tumorales et non dacnophages. Cette technique permet
d’augmenter la détection de métastases dans 4 % Iies cas, par rapport a l'analyse
histologique standarc?.

L'utilisation de I'HC est recommandée dans lesctames lobulaires infiltrants ou
les cellules tumorales peuvent étre disséminéesften, il a été montré que I'IHC révéle
entre 40 et 50 % de métastases occultes pour e dgpcancer, dans les ganglions qui
apparaissent négatifs en routine par H4 L'IHC des kératines ayant grandement facilité
la détection des micrométastase&merican Joint Committee an Can¢&JCC) a décidé, en
2006, d'incorporer cette analyse dans la classifinades cancer du sefff*. Des essais sont
en cours pour déterminer la valeur pronostiquendigisistases ainsi détectées devant le risque
d'une éventuelle surévaluation du statut ganglioenaecondaire a l'utilisation de cette

technique.

o0 Biologie moléculaire

Parmi les méthodes en émergence, la méthodeeslerse Transcription-Polymerase
Chain Reactio(RT-PCR) permet de détecter un trés faible nordereellules métastatiques
(une sur un million de cellules), avec une seriggbile 100 %°¥. Ainsi, cette technique
permettrait de retrouver entre 8 et 13 % de méastalans les GS qui étaient négatifs
histologiquement. Ainsi, cette technique permdttfanalyse rapide du tissu ganglionnaire
dans sa globalité, de maniére plus exhaustive @se cbupes histologiques étagées.
Cependant, la méthodologie d’analyse par biologieéoulaire nécessite de définir un seuil
de sensibilité lié a la technique, pouvant parfgigraduire par une perte d’informations : tout
signal inférieur au seuil de sensibilité doit étkgligé, bien qu'il puisse s’agir d’une vraie
positivité liée a la détection d’'une trés faibleaqgtité d’acide ribonucléique (ARN) tumoral.
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De plus, cette technique entraine une destructionptete des tissus et donc une perte de

matériel biologiqué®™, mais ce n’est pas rédhibitoire.

|.4. Classification des cancers du sein

La classification des cancers du sein est réatisén celle de I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) de 20882 et fait suite a celle de 1981, qui était baséquerhent sur les
aspects morphologiques. Les criteres utilisés oatade, le statut histologique, le grade de
différenciation ainsi que I'expression de genesdeuprotéines au niveau de la tumeur.
L’évaluation de ces parametres est fortement cmrélu pronostic et représente un critere

essentiel pour la détermination du traitement gmi¢o

1.4.1. Classification histologique

L’étude histologique (observation microscopiquentne I'existence de différents types
de cancers du sein. Cette classification est Esmkelon les recommandations de la derniére
classification histologique de 'OMS parue en 20@lle-ci met en évidence 8 grands
groupes de cancers du sein (Tabledtf4) Les cancers épithéliaux infiltrants (ou invasiis)
type canalaires sont les cancers du sein les pléguédmment rencontrés (tumeurs

épithéliales) et représentent 70 a 80 % des cas.

Tableau I. Classification histologique simplifiée des canadussein selon 'OMS*1%

Tumeurs épithéliales Tumeurs du mamelon
Lésions myoépithéliales Lymphomes malins
Tumeurs mésenchymateuses Tumeurs métastatiques
Tumeurs fibroépithéliales Tumeurs du sein cheznihme

*Le tableau ci-dessus inclut les tumeurs bénigies gue les tumeurs malignes

[.4.2. Classification du stade

La classification du stade ou extension de la tumsuit un code standard
international représenté par la classification TMmor Node MetastagisLes 3 lettres
symbolisent la propagation de la maladie sur le d& la tumeur primitive (T), dans les
ganglions lymphatiques régionaux (N) ainsi qu’'aatise pour d’éventuelles métastases (M).
Chaque lettre est affectée d’'un coefficient. Dams grincipe, cette classification considere

seulement les données cliniques et ne s’appliqiée dgs cancers qui n‘ont pas encore éte
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traités. Chaque organe ou groupe d'organes posseeeclassification TNM qui lui est
propre, celle des cancers du sein a été révisadaderniére fois en 2002 %8 édition) et est
applicable depuis janvier 2003 (Tableau{{j 1

La technique du GS a induit la mise en évidencintiénts du stade ganglionnaire que
I'étude conventionnelle du curage axillaire compbdurait pas permis grace a l'analyse
histologique approfondie des GS sur coupes sérmdeplée a des méthodes d’'IHC, voire de
biologie moléculaire. Ainsi, la classification TN&été ameéliorée avec des nouvelles données
post-opératoires concernant I'analyse des GS etoesinée pTNM, le préfixe « p » signifiant
gue la classification est post-opératoire. La diassion pTNM est identique a la TNM en ce
gui concerne les données sur la tumeur primaire{T§s métastases a distance (M) mais des
données supplémentaires ont été rajoutées dangcteors adénopathies régionales (N)
(Tableau ).

Ainsi, la détection de cellules tumorales isoléss maintenant classée dans une
nouvelle catégorie pNO(i+), définie comme des aroelulaires tumoraux de moins de
0,2 mm de diametre marqués en IHC mais non détentétES. Ainsi, la classification TNM
actuelle ne reconnait pas la possibilité de détedes cellules isolées ou micro-amas
tumoraux de moins de 0,2 mm en coloration standaiely que cette circonstance soit

régulierement rencontrée en pratique courante.

Par extension, pour standardiser la classificationte métastase dont la taille est
inférieure a 0,2 mm, détectée en IHC et/ou en HsBactuellement classée dans la catégorie

pNO(i+). Les métastases découvertes en biologiécntdire sont classées pNO(mol+).

Les micrométastases sont définies comme des nedaside plus de 0,2 mm et
inférieures ou égales a 2 mm. Elles sont class@dsnp: N1 car elles sont considérées

comme des métastases a part entiére et le suffixexest utilisé pour « micrométastase ».

Concernant le cancer du sein, cette classificatiens’applique qu’aux carcinomes
(tumeurs malignes). Une confirmation histologiqe¢ @onc nécessaire. En cas de tumeurs
multiples dans le méme sein, la tumeur ayant lasdfiaation T la plus élevée sera retenue.
Les cancers bilatéraux simultanés seront clasg@sééent pour permettre une codification

par types histologiqué¥?.
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Tableau II. Classification histopathologique TNM et pTNM desicers du seif'?

T: TUMEUR PRIMITIVE

TX tumeur primitive ne peut étre évaluée

TO pas de tumeur primitive décelable

Tis carcinomen situ

Tis (CCIS) carcinome canalairi@ situ

Tis (CLIS)  carcinome lobulairé situ

Tis (Paget) maladie de Paget du mamelon sans tumeur

T1 tumeur< 2 cm

T1mic micro-invasion< 0,1 cm

Tla 0,1 cm< tumeur< 0,5 cm

T1b 0,5 cm<tumeur<1lcm

T1lc 1 cm<tumeur<2 cm

T2 2 cm< tumeur< 5 cm

T3 tumeur>5 cm

T4 tumeur de n'importe quelle taille avec extensiaedtie

T4a extension a la cage thoracique

T4b cedeme (y compris la "peau d’orange") ou ulcéradmia peau du sein ou nodule de perméation cutaaédé suri
le méme sein

T4c association de T4a et T4b

T4d cancer du sein inflammatoire

N : ADENOPATHIES REGIONALES

NXx adénopathies régionales ne peuvent étre évaluées

NO pas d’adénopathie régionale métastatique

N1 adénopathie(s) métastatique(s) régionale(s) ae(), homolatérale(s) mobile(s)

N2 métastase(s) ganglionnaire(s) axillaire(s) homoddeés) fixée(s) ou métastases(s) ganglionnaireéshmaire(s)
interne(s) homolatérale(s) cliniquement apparents($'absence de métastase ganglionnaire axikdimguement
évidente

N2a métastase(s) ganglionnaire(s) axillaire(s) homoddeés) fixée(s) I'une a I'autre ou a d’autres stanes

N2b métastase(s) ganglionnaire(s) uniquement mammpirgéésne(s), homolatérale(s) et cliniquement appta(s),
sans métastase ganglionnaire homolatérale clinigoneévidente

N3a métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculairefsjolatérale(s)

N3b métastase(s) ganglionnaire(s) mammaire(s) intéreégxillaire(s) homolatérale(s)

N3c métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaireis)diatérale(s)

M : METASTASES A DISTANCE

Mx renseignements insuffisants pour classer la mémstalistance

MO absence de métastase a distance

M1 présence de métastase(s) a distance

pN : ADENOPATHIES REGIONALES

PNX adénopathies régionales ne peuvent étre évaluées

pNO pas d’adénopathie régionale métastatique

pNO(i-) pas de métastase ganglionnaire régionale par ¢ugeobt négatif par IHC

pNO(i+) pas de métastase ganglionnaire régionale par ¢useobt positif par IHC

pNO(mol-)  pas de métastase ganglionnaire régionale par dgstokt négatif par RT-PCR

pNO(mol+)  pas de métastase ganglionnaire régionale par dgs¢obt positif par RT-PCR

pPN1mi 0,2 mm < micrométastases < 2 mm et aucune > 2 mm

pN1 adénopathie(s) métastatique(s) régionale(s) ae(), homolatérale(s) mobile(s)

pN2 métastase(s) ganglionnaire(s) axillaire(s) homoddeés) fixée(s) ou métastases(s) ganglionnaireéshmaire(s)
interne(s) homolatérale(s) cliniquement apparehta(d'absence de métastase ganglionnaire axikdimguement
évidente

pN2a métastase(s) ganglionnaire(s) axillaire(s) homoddeés) fixée(s) I'une a I'autre ou a d’autres stanes

pN2b métastase(s) ganglionnaire(s) uniguement mammpirgésne(s), homolatérale(s) et cliniquement appta(s),
sans métastase ganglionnaire homolatérale clinigoeévidnte

pN3a métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculaitefs)olatérale(s)

pN3b métastase(s) ganglionnaire(s) mammaire(s) intereegsxillaire(s) homolatérale(s)

pN3c métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaireis)diatérale(s)
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1.4.3. Classification du grade

La majorité des systemes de classification du gtad®eral pour le cancer du sein
combine 3 parametres morphologiques : le pléomsnpaiinucléaire, la formation de tubules
et le compte de mitoses. Chaque élément est éiralivéduellement et un score de 1 a 3 lui
est attribué. Le grade histologique résulte dedittah de ces 3 scoré®? 1% 1%! pifferents
systemes de grading existent, le plus ancien elug utilisé étant celui de Scarff Bloom
Richardson (SBR}®® (Tableau IIl). Des modifications ont été apportéas ce systéme en
raison du manque de précision des 3 criteres. Aimshouveau systéeme fut crée, le systéme
Nottingham!®, se basant sur le grading SBR et précisant |¢&resi afin d’améliorer la
reproductibilité du grade et sa valeur pronostic.

Tableau . Evaluation du grade des cancers du sein par lacnét8BR!°®

Grade Tumoral Scores Additionnés
G1 ou bas grade 3-5

G2 ou grade intermédiaire 6-7
G3 ou haut grade 8-9

l.4.4. Récepteurs hormonaux

Le statut hormonal de la tumeur du sein a étéatpiour prédire la réponse du patient
a I'hormonothérapie. Historiquement, le statut daepteur a oestrogenes (ER) seul a été
utilisé. Cependant, il a été constaté que le paprédictif est amélioré lorsque les statuts aux
ER et aux récepteurs a progestérone (PR) sont egarabnjointemert®” % En outre, un
gradient de sensibilité a I'hormonothérapie etalsurvie en fonction du statut ER/PR a été
mis en évidence. La majorité des femmes avec uat E&+/PR+ répondent favorablement a
’hormonothérapie, tandis que prés d’'un tiers awestatut ER+/ PR- et seulement 10 % avec
un statut ER- PR+ répondent favorablement.

D’autres marqueurs sont aussi utilisés tels qustdéut du récepteur au facteur de
croissance épidermique humain 2 (HER2 plouman epidermal growth factor receptoy. 2
Le statut HER2 est un facteur prédictif a la régoaigles thérapies systématiques particulieres
et notamment au trastuzumab (anticorps anti-HERD) Il peut également prédire la réponse
a différentes chimiothérapies. Des résultats pighmes suggerent que des tumeurs HER2+

peuvent étre plus sensibles aux anthracyclinesxetaxane$% 14
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Ainsi, 'ensemble de ces éléments cliniques etologiques sont indispensables et
servent de base solide pour déterminer la prisehange thérapeutique des patients atteints

d’un cancer du sein.
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ll. Quantum dots

Pour pallier aux inconvénients énumérés précédemmencernant |'utilisation des
radioisotopes et colorants physiologiques pouethnique du GS dans les cancers du sein
opérables, de nouveaux marqueurs ont été proposase alternative. Depuis 1993, il existe
de nouvelles sondes fluorescentes pour I'imagerigivo appelées quantum dots (QDs) ou
encore boites quantiquB$?. Les QDs sont des cristaux de semi-conducteuoseficents de

forme généralement sphérique dont les dimensiamtsogol’ordre de 2 & 10 nf.

[I.1. Propriétés photophysiques

Les QDs sont dotés de propriétés physiques unigiefort intéressantes. La
fluorescence des QDs résulte du phénoméne suivlorsqu’on excite un QD avec une
longueur d’onde donnée, on crée dans le cristalpan@ électron-trou (un exciton) qui se
déplace dans le nanocristdf* ' Lorsque cette paire se recombine, elle émet wtoph
ayant une énergie plus faible que celle du photwsoré. Le rayon de Bohr ou « taille
caractéristique » de la fonction d’'onde associéette paire électron-trou est plus grand que
les dimensions du QD. On a donc des effets de memint qui sont responsables des
changements de couleur d’émission des QDs en &ondi leur taille. Plus le confinement
est important, c’est-a-dire plus le QD est petiisd’énergie émise est grande et I'émission
tend vers les ultraviolets (U\B*> 1*® || est ainsi possible grace aux multiples matéria
disposition, de synthétiser des QDs émettant ded4m0 nni'*e.

L'intérét des QDs est donc de pouvoir modifier seyropriétés optiques a loisir
simplement en changeant leur taille, leur formeufpabtenir de la lumiére polarisée, par
exemple) ou leur composition (Figure 11). Ainsinslde cas de QDs formés d’'un coeur en
alliage de séléniure de cadmium (CdSe), les péesale 2,1 nm de diametre émettent dans le
bleu (autour de 470 nm) alors que les plus grodees5 nm émettent dans le rouge (autour
de 650 nm) (Figure 11A). De plus, pour des cceurQds de méme taille (5 nm) mais de
composition différente, il est possible de faireieal’émission des QDs de 620 nm pour des
coeurs CdSe jusqu’a 800 nm pour des cceurs en allatglure et de séléniure de cadmium
(CdTeSe) (Figure 11B).
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Figure 11. Modulation de la longueur d’onde d’émission des QB)sLa composition du coeur reste la méme :
CdSe, et son diametre est modulé (2,1-7,5 nm) Bilineétre du coeur est de 5 nm et sa compositioe var
(CdSe, CdTe et CdSeT&)™

Les QDs ont des propriétés optiques hors du comquirpermettent de déplacer
certaines limitations inhérentes aux marqueursobarants fluorescents organiques largement
utilisés que sont la fluorescéine, la rhodaminegncore la GFRgreen fluorescent protein
(114 Les QDs présentent un large spectre d’absorgi®r’UV jusqu'a l'infrarouge, un
spectre d’émission a mi-hauteur étroit de 20-70darlargeur et symétrique, contrairement
aux fluorophores conventionnels qui ont un spedia&bsorption étroit et un spectre

d'émission large (Figure 19)°.
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Figure 12. Comparaison des spectres d'absorption (vert) ehidson (bleu) d’'un colorant organique : le FITC
et de QDs (coeur CdSe) émettant a 520 nm. Notepdetre d’émission des QDs est plus étroit et syguet et

leur spectre d'absorption est lar§é”
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De plus, un recouvrement des spectres d’absorptidifémission est observé pour les
fluorochromes classiques tels que le FITfluofescein isothiocyanate dérivé de la
fluorescéine, alors que pour les QDs, ce recouunemes facilement évité grace a leur large
Stokes shif{différence de longueurs d’onde entre le pic ddmpson et le pic d’émission)
(Figure 12)™°! Ainsi, il est possible de visualiser simultanémglusieurs QDs émettant &
des longueurs d’'onde différentes avec un méme gdildes, sur un méme échantillon
biologique™*’ 18 Cette forte séparation entre la longueur d’'oridgaitation et le maximum
d’émission a pour effet de réduire l'autofluoresmerdes milieux biologiques et donc

d’augmenter la sensibilité de détection des QDsaaport aux fluorophores organiqu¥s.

Une autre propriété remarquable des QDs est leute h@sistance a la dégradation
métabolique mais surtout au photoblanchiment. Het,efes QDs sont 100 fois plus
photostables et possédent une durée de vie desicemce 10 fois plus importante (20-30 ns)
comparés aux fluorochromes conventiond&fd. Concernant leur rendement quantique de
fluorescence, celui-ci peut atteindre 89 % a teaipée ambiante (fonction des matériaux
utilisés). Leur coefficient d’extinction molairete$0 & 100 fois plus important L@ 16
M™.cm?) que celui des colorants classiques, ce qui ks beaucoup plus brillants et permet
d’obtenir un meilleur contraste en imagerie. ll¢ également une bonne section efficace

d’absorption.

Toutes ces propriétés optiqgues permettent la v&atan d'un QD unique en
fluorescence pendant plusieurs minutes, ainsi queddtection de molécules uniques.
Cependant, a I'échelle du QD unique, on observectigsotements de la fluorescence. Ce
phénomene qui dépend de la nature de la partidalspn environnement et de la puissance
d’excitation n’est pas encore completement commags est lié a I'ionisation réversible du
coeur du QD. Suite a cet inconvénient, des étudesté réalisées et le clignotement de QDs

a été partiellement voire complétement élimfA® %!

[1.2. Structure d’un quantum dot biocompatible

Les QDs biocompatibles et ainsi utilisables pous deplications biologiques sont
composés d’au minimum 3 couches que sont le coaucofiue inorganique, la coque
organique, et parfois, des ligands biologiques petiétre greffés a leur surface pour

améliorer leur sélectivité ou réaliser du ciblaBigre 13y
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Figure 13. Structure générale d’'un QD biocompatible. 1 : ca2urcoque inorganique, 3 : coque organique,

4 : ligands biologique$*?

Les QDs sont ainsi composés d’'un coeur d’au moimgfaux semi-conducteurs tels
gue le cadmium (Cd), le sélénium (Se) ou encotelligre (Te) qui sont actuellement les plus
utilisés. Pour limiter tout risque de toxicité putielle, due au relargage d’ions €d Sé ou
Te?, en cas d'oxydation du coeur par des rayons UVau'air 2% 24 celui-ci peut étre
protégé avec une coque inorganique, généralemiemdasulfate de zinc (ZnS) ou de sulfate
de cadmium (CdS) dont I'épaisseur peut étre méérisrs de sa synthése.

Cependant, a ce stade, les QDs sont recouvertsgdeds$ hydrophobes et sont
insolubles en milieu aquel™®®. Malgré ces propriétés optiques attrayantes, s Qont été
que tres peu utilisés comme marqueur fluorescebiaogie jusqu’aux années 2Q@eci est
du aux difficultés a solubiliser les Q@R milieu aqueux tout en conservant 3 propriétés
essentielles : une bonne fluorescence, une stloitiioidale et une faible adsorption non
spécifigue. Ce n’'est que depuis 2002, que ces tionslicommencent a étre satisfaites
simultanément*?>*2”l Ainsi, pour rendre les QDs hydrosolubles et smbén milieux
biologiques, ils peuvent étre encapsulés dans ecende coque de matériaux organiques, de
polyméres ou encore dans des couches a base diesitpf. Des ligands organiques peuvent
étre ajoutés a la surface des QDs hydrosolubles gméliorer leur sélectivité vis-a-vis de
fluides ou de compartiments biologiques ou poulecibpécifiguement un organe d’intérét ou
une tumeur.

Parmi ces ligands, on trouve des groupements fomutis tels que les groupements
amines'? 3% carboxyles*'” ¥ 132gy encore hydroxyleS3. Il a été montré que les

molécules anioniques s’accumulaient rapidement dansystéme lymphatique, avec une
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rétention excellente dans les ganglions lymphasidiié *** ou la pead'®, comparé a des
particules neutres.

D’autres molécules plus complexes et actives pdudea couplées a la surface des
QDs telles que des protéine® 27 des peptides d'intéréts®24% jargement utilisés dans le
domaine de la recherche dans le diagnostic de tisnpew imagerie, ou encore des anticorps,
de plus en plus développés pour réaliser simultenée I'imagerie et de la thérapie ciblée
[143, 144]

Des radioisotopes tels que le fluor &) 1% le cuivre 64 {'Cu) 142 1461 1g %M
[118. 1471 oy encore le carbone 1%'q) 148 ont également été fixés aux QDs, ainsi que des

particules paramagnétiques comme le gadolinium (&t) " ou

I'hnydrogene 3-
cholesteryl oleyl éther’i-cholesteryl oleyl éthef}>?. Ces particules ainsi appelées hybrides
ou parfois sondes bi- ou encore multi-modales tintiéveloppées et permettent de réaliser de
I'imagerie multimodale : fluorescence couplée Aideagerie nucléaire ou a de I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) et ainsi obtenir desrinétions supplémentaires par rapport a

de I'imagerie de fluorescence seule, par exemple.

[1.3. Techniques de guantification

Difféerentes techniques sont utilisées pour quaatifes QDs et de nouvelles se
développentin vivo, les techniques employées permettent une quaatiific souvent relative
(recueil de signaux émis) et parfois absolue (vatleuconcentrations) des QDs, alors gxe

vivo, les méthodes utilisées rendent toujours poskblequantification absolu&?.

11.3.1. Quantification in vivo
[1.3.1.1. Imagerie de fluorescence

Les techniques d’'imagerie optique attirent de pdus plus l'attention pour des
applications médicales, dues en particulier a lqanscédures non-invasives, leur haute
résolution temporelle et leur codt relativement.blagnagerie de fluorescence dans les
longueurs d’'onde du visible est largement utilisge routine pour de la microscopie
conventionnelle ou intravital&®?.

L’inconvénient majeur de cette technique pour I'geaein vivo est sa profondeur de
pénétration limitée dans le visible, du fait dédee absorption et diffusion de la lumiére dans

les tissus biologiques. En effet, pour étudierwgvrs les signaux biologiques sur le corps
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entier des animaux, la lumiére incidente doit trage les tissus biologiqgues d’au moins
guelques millimetres. Pour pallier a cette contmipt rendre possible I'imagerie sur animaux
vivants, il est recommandé de travailler avec eréfre spectrale dans le proche infrarouge
(PIR) entre 700 et 900 nm, dans laquelle les graox chromophores endogenes incluant

I’'hnémoglobine, I'eau ou encore la mélanine absarbeaucoup moins (Figure 14).
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Figure 14.Spectres d’absorption de I'eau et de I'némoglobimimcipaux composés des tissus biologigqies.

L’équipe de Weissleder a été la premiére a dévelogptester un systeme d’'imagerie
de fluorescence 2 dimensions expérimental senaiblesondes émettant dans le PIR et dédié
au petit animal**®. En 2002, le groupe de Frangioni a introduit l@aapt d’'un systéme
d’'imagerie PIR peu colteux, sans danger et fadiiglidation pour les gros animaux tels que
le cochont™®®, puis a développé cet imageur qui permet maintemarchirurgien de « voir »
simultanément I'anatomie et la fluorescence émaelgs marqueurs pendant I'opération, de
fagon non-invasive, avec une forte résolution spmatet en temps ré8P7). En 2004, Kim a
ainsi conduit la premiere étude d’'imagerie de #soence en temps réel, sur des animaux,
avec comme agent de contraste des QDs émettar@-8684nm™*®!. Depuis, cette équipe a
réalisé plusieurs travaux sur la localisation dasgijons lymphatiques au moyen de QDs
chez la souris, le rat et le cocHbtf 12916

Cependant, la quantification absolue des QDs nizjs €té réalisém vivo dans la
fenétre spectrale 700-900 nm a cause de la difiudés photons dans les tissus. En effet, en
imagerie de fluorescence 2 dimensions, I'apparelese structures profondes est fortement
estompée et le signal détecté provenant des aessBs est significativement atténué en

fonction de leur profondeut®”. De plus, I'atténuation des photons n'est pasaiieéen
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fonction de la profondeur et I'hétérogénéité optigles tissus obscurcit la quantification du
signal de fluorescence. Par exemple, une petitetstie avec une forte concentration en agent
de contraste, située profondément dans les tissmutsf@urnir le méme signal de fluorescence
gu’'une plus grosse structure contenant une faiaheentration en fluorochrome mais située a
la surface des tissus (Figure 15). Ainsi, I'intétation des données et des images requiert des
logiciels de traitement avancés capables de presi@ompte la nature diffuse des photons
de propagation dans les tis$tfd. Ainsi, I'émergence des modéles mathématiquescass
avec le développement technologique des apparéilandnation et de détection ont

amélioré la visualisation des agents de contraktas les tissus.

. Diffuse medium

Figure 15. Nature diffuse des photons en milieu biologique@iséquence sur I'imagerie de fluorescence 2
dimensions. Des structures de taille et en conagoir de produit de contraste différentes, inclusass un
milieu diffusant a différentes profondeurs, peuvawbir la méme apparence en surface, empéchanttaire
quantification absolud'®”!

Grace aux avancées technologiques dans de nomiglemmaines, de nouveaux
systemes d’imagerie de fluorescence 2 dimensionstércréés et commercialisés tels que le
« Maestro In Vivo Imaging System » (CRI Inc, WobuktA, USA), le « Xenogen IVIS-20
Optical In Vivo Imaging System » (Xenogen-Calipes, Alameda CA, USA), ou encore le
Fluobeam® (Fluoptics, Grenoble, France) utilisésdaotre Laboratoire. Tous ces instruments
contiennent une caméra CDD haute résolution, hanesensible dans le domaine spectral
du PIR et sont capables de semi-quantifier desasignde fluorescence émis par un

fluorophore!??,

L'avantage de cette modalité est qu'elle permmtdlyse du méme animal plusieurs
fois pendant une longue période expérimentale,i-celétant son propre témoin. Avec ce
systeme d’'imagerie, le nombre d’animaux utilisérédtiit et les variations intra-individuelles
sont minimisées, améliorant ainsi les données oktenPour quantifier les QD3 vivo, la
premiére étape est d’acquérir la « ligne de badesranimaux avant injection des QDs qui

comprend le bruit de I'appareil ainsi que lI'autoflescence des tissus. Ce bruit de fond doit
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étre enregistré pour chaque animal et sera pavie soustrait des images de fluorescence
acquises apreés injection de I'agent de contrasiesdconde étape consiste en l'injection des
QDs et I'acquisition des images aux différents tendgsirés apres leur administration. La
derniere étape est le traitement des données stigag. Les intensités de fluorescence sont
délimitées en sélectionnant des régions d'inté(RIs) provenant des images acquises.
Cette technique présente un inconvénient car edlefaurnit pas d’information sur la
concentration absolue des QDs. Néanmoins, il essiple de comparer les intensités de
fluorescence normalisées extraites de différen®@ssRen fonction du temps, par exemple.
L'imagerie de fluorescence permet donc I'évaluasemi-quantitative des QDs en se basant
sur les changements d’intensité de fluorescenceepemt des QDs dans les ROIs étudiées
(122 Bjen que cette modalité soit attrayante, pewdés sur la quantification des QBsvivo

ont été réalisées.

La premiére étude pour laquelle des QDs émettarg @aPIR ont été semi-quantifiés
par imagerie de fluorescence a été rapportée @guipe de Morgan en 20058, Les auteurs
ont mesuré l'intensité de fluorescence des QDsoeantibn du temps sur un modele tumoral
murin de carcinome épidermoide apres injectioravgineuse (i.v.) des QDs et ont enregistré
les changements dynamiques d’intensité de fluonescdes QDs dans quelques organes. lls
ont observé la captation et I'élimination des Qs [@s tissus tumoraux, avec une phase
d’élimination plus lente comparée a I'éliminatioesdQDs du systeme sanguin, suggérant que
I'échange de QDs entre la circulation sanguina élitneur peut étre différent. De plus, ils ont
fourni des données préliminaires quant a I'élimoratles QDs contenus dans différents tissus
tels que le cceur, les aires abdominales ou le sang.

Cai etal. ont démontré que des QDs couplés a un peptidgnijae-glycine-acide
aspartique) ciblant la vascularisation tumorale oneaissaient spécifiguement des
glioblastomes humains greffés chez la solif. Ils ont comparé la distribution intra-
tumorale des QDs couplés ou non au peptide apuésnection i.v. en mesurant l'intensité
de fluorescence émise par la tumeur en fonctiotethps. lls ont montré que la quantité de
QDs couplés dans la tumeur était 4 fois plus ingrde que pour les non couplés, 6 h apres

administration.

L’équipe de Diagaradjane a montré que des QDséygeffec du facteur de croissance

épidermoide (EGF) pouvaient étre utilisés commentage contraste semi-quantifiable et
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reproductible chez des souris porteuses de tuntalmsectales surexprimant le récepteur a
'EGF [ Les auteurs ont aussi observé que 6 h aprédiamjeicv., la tumeur accumulait

2,5 fois plus de QDs couplés comparé a ceux qlietaent pas.

Le groupe de Gao a testé I'habilité de QDs éme#iadd7 nm, liés a de I'agglutinine
de germe de blé, a passer la barriere hémato-eslafydn aprés leur administration
intranasale chez la souHg?. Ils ont détecté par imagerie de fluorescenceQ@®s dans le
cerveau des souris dées 2 min apres leur inhalagibront observé un maximum de

fluorescence 4 h apres injection, correspondaitfais le signal obtenu a 2 min.

Papagiannaros etl. ont comparé I'accumulation de 2 QDs émettant 8 8t
(commerciaux et synthétisés dans leur Laboratcite) un modéle tumoral murif™.
L’intensité de fluorescence maximale dans la tunee@été atteinte apres 1 h pour les QDs
synthétisés au sein de leur Laboratoire, contrgpdun les commerciaux. De plus, le signal de
fluorescence émis par les QDs de I'équipe étad phportant que le signal d’'une demi dose

de QDs commerciaux.

Des études sur la quantification des Qisvivoont également été réalisées par
imagerie de fluorescence sur des organes disségppsrtant toujours des données semi-
quantitativeg'8 42 1691721 simagerie de fluorescencex vivoest toujours associée a une
imageriein vivo et confirme généralement les données obteimueiso, et dans certains cas,
les QDs non détectés vivo, le sontex vivo Cependant pour une applicatier vivg cette
modalité d’'imagerie perd ses principaux avantages gpnt son caractéere non-invasif et la
possibilité de faire de I'imagerie a répétition &8s mémes animaux, méme si elle permet la
visualisation directe des QDs dans les organesédén

Trés récemment, de nouveaux systemes d'imageriefld@escence ont été
développés. Il s’agit de tomographes de fluorese@dimensions, le plus souvent couplés a
un scanner a rayons X ou a IRM qui fournissent di@snées anatomiques. Ce systéme
d’'imagerie permet de quantifier de maniére abstdueoncentartion d’'un fluorophore dans
difféerents compartiments biologiques chez I'animalant. Plusieurs tomographes de
fluorescence 3 dimensions ont été crées tels queHMIT System » et le « FMT 2500
System », commercialisés par VisEn Medical Inc (WabMA, USA) ou encore un imageur

développé par le CEA-LETI (Grenoble, France) ernatalration avec la société Cyberstar
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(Grenoble, France). Cependant, a I'heure actualleun article n’est paru sur la détection

et/ou la quantification de QD8 vivo au moyen de ces instruments.

11.3.1.2. Imagerie nucléaire

Deux modalités d’'imagerie nucléaire peuvent étilesées pour détecter les émissions
de radioactivité chez le petit animal. Ces techesgpermettent de faire de I'imagerie en série
sur des animaux vivants, évitant ainsi de nombreaorifices et minimisant les variations

interindividuelled*??.

La premiére technique est la scintigraphie pouné#lg les émetteurs gamma les plus
utilisés sont 1€°™Tc, I'iode 125 2°1) ou encore I'indium 111't4n), généralement greffés a
des macromolécules telles que I'albumine, des amticou des globules blancs, par exemple.
lIs s’accumulent dans différents compartiments 'deganisme, en fonction de leur voie
d’injection, leur perfusion relative et leur affié@i pour les différents composants de
'organisme. La gamma caméra estime l'activité ddigisotope dans chaque position du
corps en détectant les rayons gamma émis suitedassatégration et selon différentes vues.
La résolution des images générées est dépendatitauderture via laquelle le rayonnement
est détecté et est relativement faible. Cependatte modalité, du fait de sa haute sensibilite,
joue un roéle crucial car elle fournit des infornoat fonctionnelles, métaboliques et
pharmacocinétiques, ceci étant di a son habilftiuenir des informations en 3 dimensions
173 Cependant, les radionucléides utilisés sont ekament synthétisés dans des
cyclotrons, peu présents sur le territoire francatsde ce fait trées demandés, posant des
problemes d’approvisionnement et rendant ces raalilyits tres colteux. De plus, les demi
vies des radioéléments sont relativement courel pour 1€**™Tc, 13 h pour F*°| et 67 h

", indiquant que des études a long terme ne példtem envisagées. Cependant,

pour |
contrairement a I'imagerie de fluorescence 2 dinwarss la scintigraphie fournit des données
quantitatives sur la concentration absolue desoismopesin vivo lorsque les différents
compartiments biologiques sont délimités. Les corsales organes peuvent étre déterminés
manuellement, au moyen d’algorithmes mathématiquesvec des données anatomiques
lorsque la scintigraphie est couplée a un scanngyans X ou a une modalité d’imagerie par
résonnance magnetique. Le plus souvent les coatiemis en radioisotopes sont exprimée en
pourcentage de la dose injectée (% DI) ou en patage de la dose injectée par gramme de

tissu (% DI/g) aprés sélection de RBfS.
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La seconde technique d’imagerie nucléaire utiliggmur détecter des produits
radioactifs est la tomographie par émission detposi(TEP). La TEP produit des images en
3 dimensions ou des cartographies fonctionnellesl’'alganisme aprés leur injection,
généralement i.v., dans lorganismé™. Le radiotraceur émet des positons dont
I'annihilation, correspondant au choc entre un feoset un électron, produit elle-méme une
paire de photons avec un angle de 180°. La détedtola trajectoire de ces photons par le
collimateur de la caméra permet de localiser I tle leur émission et donc la concentration
du traceur en chaque point de I'organe. En utitiskes radioisotopes eémetteurs de positons,
des images en 3 dimensions peuvent étre recomstriet comme pour la scintigraphie,
lorsque les contours des organes sont délimitést ipbossible de fournir des informations sur
la concentration absolue de ces radioisotopesietdealisation dans I'organisme, ceci, grace
a la haute sensibilité de la TEP a détecter degcespmoléculaire$’. Le radiotraceur le
plus couramment utilisé en TEP est le fluorodéokyase (FDG), marqué au fluor-18H)
ayant une demi vie d’environ 2 h. Les concentratien radiotraceurs sont quantifiées et
fournissent des données sur 'activité métaboldgetissus, en terme de captation du glucose
pour le FDG. L’intérét récent pour I'imagerie dutip@animal a mené au développement de
TEP a haute résolution dédiée pour I'imagerie dit paimal : la microTEP. Cette modalité
d'imagerie a les mémes inconvénients que l'imageae scintigraphie, c’est a dire une
pauvre résolution spatiale (de I'ordre du milline@frdes codts de fabrication des marqueurs
radioactifs élevés et des émetteurs de positoemi vies courtes : 2 h pouri® ou 12,7 h

pour le cuivre-64%Cu), ce qui rend les études a long terme irrédtsali.

En 2006, Cai et ses collaborateurs ont demontsgpéaificité de ciblagén vivo de

QDs conjugués a un peptide (arginine-glycine-acadeartique) pour des glioblastomes
humains greffés chez la souris par imagerie dedkmencé*”. Cependant, ils ont été limités
par la faible pénétration de la lumiére d’excitatidans les tissus. Pour cette raison, ils ont
synthétisé une nouvelle sonde hybride bi-fonctiteneomposée de QDs émettant dans le
PIR, couplés a dtfCu et labellisés ou non avec le peptide (arginiyeige-acide aspartique)
(1421 Aprés analyse des ROIs, ils n'ont pas observédifférence significative quant a
I'accumulationin vivo des QDs conjugués ou non au peptide dans lelfaieaptation de ces

2 QDs par le foie était d’environ 50 % DI/g toutlang de I'étude, indiguant que la majorité
des doses injectées était captée par le systemeloéndothélial (SRE). L’accumulation des
2 QDs dans la tumeur était significativement ddfée a tous les temps sauf a 1 h post-

injection. Les QDs non couplés au peptide ont éié¢ gaptés par la tumeur (< 1 % DI/g),
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suggérant un faible ciblage passif de la tumeursajae les QDs labellisés avec le peptide se
sont beaucoup plus accumulés dans la tumeur &®Ret 4,3 % DI/ga 5 h, 18 h et 25 h aprés
injection, respectivement). Par microTEP, ils ansaévalué quantitativement I'efficacité de
ciblage de leur sonde hybride envers la tumeur rét roontré qu'avec cette modalité
d’'imagerie non-invasive, leur nouvelle sonde petaiietle réaliser des mesures robustes et
fiables de distribution des QD8 vivo.
Récemment, cette méme équipe a utilisé des QDdéap’’Cu mais conjugués a

un autre peptide d’intérét : le facteur de croissaandothélial vasculaire (VEGF) afin de

visualiser la vascularisation tumorale chez la isouivante 7

. Les images de TEP ont
montré que les QDs conjugués ou non au peptidewiaglaient rapidement dans le foie et
que la captation par la tumeur des QDs conjuguss £b a 5,5 fois plus élevée par rapport

au QDs sans peptide entre 1 h et 24 h apres leungtiration.

11.3.1.3. Imagerie par résonnance magnétique

Depuis 2008, une nouvelle modalité d'imagerie audiléesée pour quantifier les QDs
chez les animaux vivants : I'IRM. Elle est réalise plagcant le sujet dans un fort champ
magnétique typiquement de 1,5 & 3 Tesla pour lasmgrs IRM chez 'lhomme et compris
généralement entre 4 et 21 Tesla pour des scatRkrglédié au petit I'animal ou encore
appelé microlRM*". La résonance magnétique nucléaire exploite teqfaé les noyaux de
certains atomes possedent un moment magnétigugirdeEn IRM, les atomes que 'on veut
étudier sont placés dans un champ magnétigue cnetaon leur appligue une onde
électromagnétique oscillante a une fréquence haeticpliere dite fréquence de résonance ou
frequence de Larmor. En effet, pour que le changilast puisse avoir un effet notable sur
les atomes, il faut qu’il entre en résonance awwx<i, c’est-a-dire que sa fréquence soit
ajustée au « mouvement de rotation » de ces §pfhsLe choix de cette fréquence permet
ainsi de cibler spécifiguement les atomes a imagerfonction de l'intensité du champ
magneétique appliquée. En IRM, 'atome d’hydrogesele plus utilisé. Il est constitué d’un
seul proton et est tres abondant dans les tisslegijues. Ainsi, sous l'effet du champ
magnétique statique Bles moments magnétiques de spin vont progressiesialigner
dans une direction initialement parallele a celuetcdonner lieu a une aimantation globale
dans la direction du champ, Bu direction longitudinale (z). L'onde magnétiqoecillante,
notée B va faire « basculer » les moments magnétiquepidepsur les placer dans un plan
perpendiculaire a la direction du champ statiqug Be phénomene est appelé
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excitation. Lorsque le champ oscillantéstinterrompu, les moments magnétiques qui se sont
écartés de leur axe initial vont revenir vers laedion z sans cesser de tourner. Ce
mouvement de rotation des spins sous la forme sigmal oscillant qui a la méme fréquence

que l'onde excitatrice, appelé précession, cornredpau signal mesuré par les antennes

réceptrices du scanner IR

Les 2 principaux avantages de I'IRM sont son ercgltontraste tissulaire et la non
utilisation de rayons ionisants. Le rapport sigirddruit et la résolution peuvent étre améliorés
en utilisant une bobine réceptrice avec un pefjbmaet une haute résistance de champ
magnétique. Cependant, la nécessité d’'un fort chaagnétique est problématique dans les
applications cliniques en raison des effets phggigues surgissant tels que des nausées ou
des anomalies visuelles. De plus, une intensitéhdenp plus élevée mene a d’autres défis
techniques comprenant une augmentation de la fnégued’opération, qui génére
potentiellement des artéfaéts”,

Oostendorp eal. ont étudié I'angiogénése d’adénocarcinomes colavx humains et
I'accumulation de nanoparticules paramagnétiquesRid, suite a leur injection i.v. chez la
souris immunodéprimé&™. Des QDs ont été couplés a du Gd ainsi qu'a utigeep'intérét
qui cible spécifiguement une isoforme de CD13 (ampéptidase N), glycoprotéine
transmembranaire surexprimée par les cellules bgliales des vaisseaux tumoraux.
Dix minutes aprés administration, les auteurs mnivé une colocalisation des QDs couplés
au peptide avec les cellules endothéliales denfeetu 3 fois plus importante par rapport aux

QDs contrdles, non couplés au peptide.

L’équipe de Cormode a étudié l'utilisation de QDsiltifonctionnels fixés a des
lipoprotéines de haute densité et du Gd sur un feadérin d'athérosclérose™.. En effet,
les lipoprotéines de haute densité sont connues jpaer un role clé dans le transport du
cholestérol dans l'organisme et éliminent le chiéied des macrophages au niveau des
plaques athérosclérotiques. Avant et 24 h aprextion i.v. des QDs, l'aorte abdominale
(porteuse de plaques de cholestérol) des sourié an@gée par IRM. lls ont observé une
augmentation de I'intensité du signal dans la paastique et I'analyse des ratios normalisés

avant et 24 h apres injection révéle une augmentati signal de 69 + 23 %.
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[1.3.2. Quantification ex vivo
11.3.2.1. Spectrofluorimétrie

La spectrofluorimétrie permet la quantification d@Bs en solution en prenant en
compte la partie linéaire de la courbe de calibrapréalablement établie. La quantification
des QDs dans des organes requiert des solvantgrat®en spécifiques pour éviter leur
dégradationt*??. En effet, si les cceurs des QDs sont détériolgqerdent leur propriété a

émettre de la fluorescence.

Manabe et ses collaborateurs ont étudié l'effet@2s émettant dans le rouge,
conjugués & un anti-hypertenseur aprés injectiors da carotide chez le r&t®. Ils ont
mesuré par spectrométrie de fluorescence la camatiem en QDs conjugués dans le plasma
de 0,5 a 96 h post-injection et ont montré queecethncentration diminuait mono-

exponentiellement avec une demi vie de circulatie®,65 h.

De méme, Yang etal. ont utilisé la spectrofluorimétrie pour évaluea |
pharmacocinétique plasmatique de QDs émettant @aR¢R de 1 h & 14 jours apres leur
administration i.v. chez la soufi€™). Ills ont ainsi trouvé que la clairance plasmatideeces
QDs était de 2,3 mL/h/kg.

[1.3.2.2. Compteur de rayons ionisants

L’'imagerie nucléaire, comme la scintigraphie oulEP, est largement utilisée pour
des études de biodistribution chez des animawntgydournissant des données quantitatives
in vivo. Cependant, apres injection d’'un radioisotope chaaimal, différents organes
peuvent étre prélevés et analysés individuellenentvivo sans perturbation du milieu
biologique environnant au moyen des modalités djeng nucléaire ou de compteurs
détectant les rayons ionisants. Ces techniqueslesqgitis souvent utilisées en supplément a
I'imagerie nucléairan vivo pour confirmer les données obtenues. Cependarigage ex
vivo, ces modalités de détection, bien que quantitstigerdent leurs principaux atouts que
sont leur caractere non-invasif et la possibilieé fdire de l'imagerie a répétition sur les

mémes animaux.
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Plusieurs études de biodistribution ont été réasisgiite a I'injection de QDs couplés
a des radioéléments et déteatdsvivoet seront présentées dans la partie « 1l.4. Etddes

biodistribution ».

11.3.2.3. Spectrométrie de masse

De nombreuses techniques de spectrométrie de reastent. Les plus utilisées en
recherche pour effectuer des analyses sur écluastilbiologiques sont la spectrométrie
d’émission atomique couplée a un plasma indudBP(AES) ou la spectrométrie de masse
couplée a un plasma inductif (ICP-MS).

L’ICP-AES ou encore appelée spectrométrie d’émissiptique couplée a un plasma
inductif (ICP-OES) est une technique analytiquéisdt® pour détecter des métaux a I'état de
traces. C’est un type de spectrométrie d’émissionutilise un plasma inductif pour produire
des atomes et des ions dits «excités » qui vomt Ipasuite émettre des radiations
électromagnétiques a une longueur d’onde carattgresd’'un élément chimique particulier.
L'intensité du signal émis indique la concentratoba I'élément dosé dans un échantillon.
Pour analyser les QDs, soit en solution, soit d#es organes, les échantillons doivent étre
détruits pour quantifier les métaux lourds présegits que le Cd, le Se ou le Te qui sont les
plus employés pour la synthése de GB3. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées dans
ce but, comme le traitement des échantillons adéaaitrique, a I'acide chlorhydrique ou
suivant un protocole spécifique. La concentrationé&ment est établie aprés réalisation

d’'une courbe de calibration, puis convertie en eoatration de QDs.

Actuellement, seules 2 équipes ont utilisé cettbrtieue. L’équipe de Fischer fut la
premiére a employer cette technique pour dose@QiEssur échantillons biologiques (dosage
du Cd) et a étudier leur I'interaction avec lesrééts sanguins, chez le F4f. Ils ont testé la
variabilité des interactions entre des QDs et flgsen administrant une dose de QDs via la
veine jugulaire et ont fait des prélevements samgentre 2 et 90 min aprés injection. Les
analyses par ICP-AES ont montré des variations afeeantrations sanguines en QDs en
fonction du temps et suggerent qu’il existe bies ieractions entre les QDs et le sang chez
le rat.

Le méme groupe a évalué la limite de détectionIG&-AES de 5 nanoparticules
différentes parmi lesquelles des QDs avec un ca8e@t un DH de 5 nm ont été testéd
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I a été démontré que les QDs pouvaient étre ditedans des tissus jusqu’a une
concentration de 10 pmol/g aprés une destructionptete des échantillons biologiques par

I'acide nitrique.

L’autre technique de spectrométrie de masse largentgisée et hautement sensible
est I'lCP-MS, capable de détecter des métaux gjmsid’autres éléments non métalliques a
des concentrations de I'ordre du picomolaire. Cettghode est basée sur la combinaison
d’'un plasma inductif produisant des ions (ionisati@avec un spectrométre de masse qui
permet la séparation et la détection de ces iIGIBPEMS est aussi capable de différencier les
espéces isotopiques d’'un méme élément présentssutiaéchantillort*??. L'ICP-MS est

connue pour étre la technique de référence degeédesal niveau élémentaire.

La quantification de QDs par ICP-MS a été rappopéer la premiere fois par le
groupe de Goped®. Les auteurs ont étudié la biodistribution de @Beettant dans le rouge,

apres injection intradermique dans le dos de saurisine période de 24 h.

Ces 2 techniques de spectrométrie de masse sgetriant utilisées pour des études
de biodistribution qui seront présentées dansttiepall.4. Etudes de biodistribution ».

[1.3.3. Résumé

Différentes modalités d’imagerie ont été utilispesir détecter et quantifiér vivo les
QDs en fonction du temps, sur des mémes animaux.derses techniques permettent la
réalisation d'images fonctionnelles et métaboligeeprésentent chacune des avantages et
inconvénients (Tableau 1V) qui doivent étre conafia d’orienter au mieux le choix de la
technique d’imagerie a employer et permettre denmdge a la problématique scientifique

poseée.
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Tableau IV. Principaux avantages et inconvénients des modalitdnagerie corps entier utilisées pour détecter

et quantif

ier les QD vivo.

Imagerie de
fluorescence

Imagerie nucléaire
(Scintigraphie/TEP)

IRM

rayons non ionisants
large choix de marqueurs|
Avantages ) o

imagerie a long terme

faible codt

modalité la plus sensible

large choix de marqueurs

rayons non ionisants

imagerie anatomique

faible profondeur de
pénétration de la lumiere

Inconvénients o )
sensibilité fonction de la

profondeur

rayons ionisants
imagerie de courte durée

co(t élevé

fai

ible choix de marqueurs|

faible sensibilité

co(t élevé

La quantification absolue des QDs peut aussi éffectaée ex vivq suite au

prélevement des différents tissus a analyser ma&gssite un grand nombre d’animaux a

utiliser. Les principaux avantages et limitatiores dechniqgues employées sont synthétisés

dans le Tableau V.

Tableau V. Principaux avantages et inconvénients des teabaigmployées pour quantifier les Qixsvivo

Spectrofluorimétrie

Compteurs de rayons
ionisants

Spectrométrie de masse
(ICP-MS/ICP-AES)

corrélation directe avec
concentration en QDs

la
pas de degradation de

technique la plus sensibl

D

dégradation de I'échanti

Avantages o léchantillon o
faible colt pas de solvant spécifique
solvants gpecmques bou rayons ionisants dégradation de I'échanti
L extraire les QDs
Limitations
co(it élevé

llo colt élevé

lon

[1.4. Etudes de biodistribution

Du fait de la grande diversité des QDs adminisfodsnposition, chimie de surface,
taille, quantité administrée), des voies d’injectet des techniques de détection utilisées, les
études de biodistribution seront présentées entifondes modalités de détection des QDs

employées.
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[1.4.1. Imagerie de fluorescence 2 dimensions

Inoue et al. ont utilisé limagerie de fluorescence sur souvivantes apres
administration systémique de QDs commerciaux émietéa 705 nm pour étudier leur
répartition anatomiqué'®. Les auteurs ont réalisé des profils temporelsitetisité de
fluorescence pour plusieurs organes pendant 28.j®our évaluer la distribution des QDs
in vivo, une ROI a été définie pour chaque organe etehisité moyenne du signal pour
chaque structure a été déterminée. L'équipe a wbsaene élévation de lintensité de
fluorescence dans le foie, la rate, le squelettieseiganglions lymphatiques dés 1 h aprées
injection des QDs, indiquant une accumulation pesféelle au niveau du SRE et a déterminé
un intervalle de temps optimal pour effectuer lernsing des animaux : entre 3 h et 6 h apres
injection. lls ont aussi montré que le foie, le algtte et les ganglions lymphatiques étaient
clairement détectables 28 jours aprés délivrance @Bs alors que la rate est quasi
indétectable dés 14 jours. Ainsi, ils ont démoninée la détection par imagerie de

fluorescence répétée et a long terme du SRE étsitlile apres une seule injection de QDs.

L’équipe de Diagaradjane a développé et testé onealle nanosonde fluorescente
ciblant le récepteur a I'EGF, récepteur surexpridens les tissus tumorauX®®. La
biodistributionin vivo de QDs émettant a 800 nm couplés ou non a 'E@Eauivie par
imagerie de fluorescence entre 2 min et 24 h dptggnjection i.v. chez des souris porteuses
de tumeurs colorectales humaines. lls ont montet dgs 3 min aprés administration des
2 types de QDs, de fortes intensités de fluorescétaient visualisées au niveau du foie et
des ganglions puis diminuaient a partir de 1 h -pgsttion. Aprés 4 h, lintensité de
fluorescence des QDs conjugués a 'EGF reste éldags le foie par rapport aux QDs non
couplés, et a 24 h, seule la ligne de base (beufodd) a été observée chez les animaux. Ces
données ont été validées par imagerie de fluoresodes organesx vivo

Kim et ses collegues ont étudié I'effet du pouraget d’acide hyaluronique greffés
(0, 35 et 68 %) a la surface de QDs émettant daR$R sur leur distribution tissulaiie vivo
aprés injection i.v. chez la souris par imagerieflderescencé'®. Les auteurs ont montré
que 6 min post-administration, les QDs couplés a¥@8%vec de l'acide hyaluronique se
distribuaient préférentiellement au niveau du tkoa#ors que ceux conjugués a 68 % se
retrouvaient dans tout I'organisme. Ces donnéegtintonfirmée®x vivopar imagerie de

fluorescence.
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Gao etal. ont synthétisé une nouvelle sonde fluorescente fimagerie cérébrale et
ont testé son habilité & passer la barriére héertéphalique chez la souti&. Cette sonde
était composée d’'agglutinines de germes de bléégea des QDs émettant dans le rouge et
administrés via les voies intranasales, une derse dtans chaque narine. L’accumulation
cérébrale des QDs a été suivie par imagerie deefligence entre 2 min et 8 h apres leur
administration. lls ont observé une augmentatigrideade la fluorescence dans le cerveau
durant les 3 premiéres heures, avec un maximuncubaglation 4 h apres délivrance du
produit correspondant a 13 fois I'intensité du sigvisualisée a 2 min, puis une disparition
des QDs du cerveau aprés 8 h. La biodistribuéigrvivodes QDs a été menée 3 h post-
injection par imagerie de fluorescence et a mogtré les organes captant le plus les QDs

étaient le cerveau, les poumons, le foie et lesreespectivement.

L’équipe de Papagiannaros a comparé la biodistabub vivo de 2 types de QDs
émettant a 800 nm, les uns commerciaux et lessasyrghétisés au sein de leur Laboratoire,
encapsulés tous les 2 dans du poly-éthyléene-glye@lG) et détectés par imagerie du
fluorescence apres injection i.v. chez des sounitepses de tumeurs mammaires. Entre 1 h et
4 h post-administration, la biodistribution des QPmoduits par leur Laboratoire était
similaire et les nanoparticules tendaient a s’aadamfortement dans le foie, les reins et la
rate alors que les QDs commerciaux dont la flueese était moindre ont été trés

difficilement observém vivochez la souris.

Récemment, Daou et ses collaborateurs ont étwgtfétl'de la longueur des chaines de
PEG greffées sur des QDs émettant a 705 nm, sieta njection i.v.chez la souris saine et

leur détection par imagerie de fluorescence jus@4sh "2

. lls ont observé que plus la
longueur des PEG était grande, moins les QDs saglaient dans le foie. Par exemple, des
QDs encapsulés dans des PEG2750 s’accumulaiens Dlfss dans le foie que des QDs
insérés dans des PEG22000, 10 min aprés leur adration. Une étudex vivoa également
été rapportée et a montré une accumulation majerittes QDs au niveau du foie et de

'estomac a 24 h.

[1.4.2. Imagerie nucléaire

Schipper ekl. ont été les premiers a étudier la biodistributienQDs commerciaux
couplés a un émetteur de positons®@u ¢*Cu-QDs), pendant 36 *®!. La distribution de
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QDs de différentes tailles a été étudiée : des @Dsttant a 525 nm avec un DH de 12 nm et
des QDs émettant a 800 nm de DH égal a 21 nm. % f$ ont étudié l'influence de la
PEGylation des QDs, déja connue pour allonger taidee de circulation des QDia vivo
aprés injection i.v'®. L'imagerie dynamique par microTEP des 2 type<Qdks (12 et 21
nm) PEGylés a révélé une accumulation rapideivo, dés 2 min aprés administration et
prédominante dans le foie (22 et 16 % DI/g pourpetits et les gros QDs, respectivement),
suivi par la rate (7 et 6 % DI/g) et les os (5 éwDI/g), et ce, pendant toute la période de
I'étude. Contrairement aux QDs PEGylés, les non y@#é&ssn'ont pas montré d’accumulation
dans les os mais une forte activité a été obsetage le foie et la rate.

La méme équipe a récemment étudié par microPETluénce de la taille (5 et
> 20 nm de DH), de la PEGylation, et de la chimgesdrface (couplage a des peptides ou
non) sur 3 types de QDs suite & leur administrativez la souri§®¥. Ainsi, ils ont montré
gue le couplage de peptides sur les gros QDs PE@ytdongeait leur temps de circulation
aprés injection i.v. chez la souris et diminuaiirlexcrétion via les urines. Inversement, le
couplage de peptides a des petits QDs (5 nm) n@yEE a permis leur élimination a travers

les reins, bien que le foie ait évacué la majatéd’activité injectée.

L’équipe de Cai a étudié l'efficacité de ciblage @Bs couplés ou non a un peptide
(arginine-glycine-acide aspartique ou RGD), dirogéitre la vascularisation tumorale, envers
des glioblastomes humains greffés chez des s&tifis Ces QDs ont été en paralléle
conjugués a df'Cu et repérém vivo par microTEP. Les auteurs ont montré la spédfidits
QDs couplés au peptide a se fixer au niveau deneedir par rapport aux QDs non couplés.
Une étude de biodistributian vivo a également été réalisée jusqu’a 25 h apres imjedes
2 types de QDs. Ceux-ci présentaient des profasalimulation identiques dans les organes
(exceptés au niveau de la tumeur) et étaient capidspalement par le foie et la rate.

Ce groupe a menée exactement la méme étude gaeité# ci-dessus, en changeant
le peptide d'intérét fixé ou non aux QDs qui étit VEGF, ciblant aussi les vaisseaux
tumoraux*”®. s ont constaté les mémes résultats, & saverbemne efficacité de ciblage
vis-a-vis des glioblastomes des QDs couplés audeepiar rapport aux non couplés et une
distribution anatomique des QDs conjugués ou rdentique et forte au niveau du foie et de
la rate.

Ducongé etl. sont les seuls & avoir utilisé des QDs conjugué&F pour évaluer leur

profil d’accumulation par microTEP apres injection chez le rongeu[tl"'sl. lIs ont montré
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que les organes accumulant le plus de QDs radiplésétaient le foie (10 % DI/g) et la rate
(6 % DIl/g) et que 87 % de la radioactivité étaitroavée dans les urines 90 min aprés

administration.

[1.4.3. Imagerie par résonance magnétique

Oostendorp eal. ont étudié la biodistribution de QDs hybrides agnés injection i.v.
chez la souris sainé". Des QDs ont été couplés au Gd ainsi qu'a un geptiintérét qui
cible spécifiqguement une isoforme de CD13 (amintigdape N), glycoprotéine
transmembranaire surexprimée par les cellules bétlales des vaisseaux tumoraux. Les
QDs ont été détectés par IRM, les signaux ont @alisés par rapport au muscle des pattes
postérieures, les résultats ont été donnés ensitderelative du signal. lls ont montré que
chez des souris saines, la distributiowivo des QDs greffés ou non au peptide était la méme

et que ceux-ci s'accumulaient préférentiellememisda rate, le foie et les reins.

[1.4.4. Spectrofluorimétrie fibrée

L’équipe de Karabanovas a adminigher osdes QDs émettant a 596 nm sous forme
de 2 préparations : ils étaient soit mélangés digieles, soit soniqués avec de I'eau pendant
30 min, afin d’étudier leur distribution et leuabtlité dans le systéme digestif chez €&t
lIs ont détecté les QDs par spectrofluorimétrieéfdex vivosuite au sacrifice des animaux a
15 et 30 min puis 1 h post-administration. Cetolhtéque ne permet que d’affirmer ou non la
présence des nanoparticules dans les organes fteidieend impossible la quantification
absolue ou relative des QDs dans les différenssuigisdu fait de sa mesure tres locale de
fluorescence. Les auteurs ont repéré les 2 type®MDe dans I'cesophage, I'estomac, le
duodénum et le petit intestin a 15 et 30 min m&igat absents de tous ces organes 1 h apres
injection. lls ont aussi constaté que les QDs Btabsents du foie, du pancréas, des reins, du
sang, des urines et des feces jusqu’a 48 h. Unvang les UV a été observé uniquement pour
la fluorescence des QDs soniqués dans plusieuenesg allant de 596 a 552 nm. lls ont
expligué ce phénomene par la détérioration des aDd'acide et les enzymes gastriques et
ont ainsi mis en évidence la stabilité des QDs g&p avec des lipides suite a leur

administration orale.
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[1.4.5. Compteurs de rayons ionisants

Woodward etal. ont synthétisé des QDs dont le cceur était ratifip@omposé de
tellure-125-métastable’®™e) et de Cd (Cd°™Te) puis conjugués avec un anticorps
monoclonal reconnaissant spécifiquement les vaigssanguins des poumons et ont étudié
leur biodistributionex vivochez I'animall*®® 18”1 De 1 h a 19 jours aprés injection i.v. des
QDs, difféerents organes ont été collectés, coupés gnalysés par un compteur de rayons
gamma et par radiographes vivo Leur étude a montré la spécificité de I'anticocpsjugué
aux QDs a cibler les poumons. En effet, ils onteols que 4 h aprés injection, les QDs
couplés a I'anticorps s’accumulaient environ 73 foius dans les poumons (276 % ID/g) que
les QDs sans anticorps (4,1 % ID/g) et 100 fois @24 h. Les auteurs ont aussi synthétisé
d’'autres QDs radioactifs par couplage avec de ¢id@5 {*7), toujours conjugués avec le
méme anticorps, mais ont montré que ces nanopagiccouplées &7 étaient trés
rapidement deshalogénédrsvivo, limitant ainsi la collection de données utiféd.

Soo Choi et ses collaborateurs ont égalementautiiirs compteur a scintillations pour
réaliser la distributiorex vivode plusieurs QDs conjugués a #ITc, dans des organes
réséqués 4 h aprés leur injection chez la s&tfis Les auteurs ont montré que les QDs de
grosse taille avec un DH de 8,65 nm s’accumuldieaticoup plus dans certains organes que
les petits QDs de DH égal a 4,36 nm. Dans le fegegros QDs s’accumulaient 6,5 fois plus
que les petits (26 et 4 % Dl/g, respectivement)fal® plus dans la rate (6 et 0,5 % DI/g) et
18 fois plus dans les poumons (9 et 0,5 % DI/g).

Récemment, les mémes auteurs ont étudié I'influelicaombre de PEG (entre 2 et
22) fixés & des QDs InAs/ZnS (cceur/coque) couptis’dTc, sur leur biodistribution et leur
clairance chez le rat, 4 h aprés injection £4/!. L'augmentation du nombre de PEG autour
des QDs a eu pour conséquence leur augmentati@ilenune élévation significative de leur
temps de rétention dans la circulation sanguingi gmune diminution des excrétions rénales
et hépatiques. Par exemple, 4 h aprés administrdiés QDs couplés avec 4 PEG ont éte
retrouvés principalement dans la vessie (47 % IB$)reins (7,9 % DI), le foie (8,1 % DI) et
les intestins (7,5 % DI) alors que les QDs ave®E&H s’accumulaient majoritairement dans
le foie (18,6 % DI) et les intestins (21,4 % DI)&#ient absents des reins et de la vessie. De
plus, ils ont observé que la demi vie des QDs dirsang était 2 fois plus importante avec
14 PEG (922 min) gu'avec 4 PEG (395 min).
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L’équipe de Schipper a évalué la biodistribution2g/pes de QDs couplés &tCu
par microTEP,in vivo et ex vivoau moyen d'un compteur Geigéf®. Ils ont montré une
accumulation rapide dans le foie et la rate, desml® aprés injection des QDs et leur
rétention dans ces organes jusqu’a 35 h. Une déastable de QDs a été observée dans le
foie de 10 min a 35 h pour les 2 types de QDs radijugués, entre 30 et 45 % DI/g pour les
QDs émettant & 525 nm et entre 33 et 55 % poEsémettant & 800 nm.

Tres récemment, I'équipe de Kostarelos a élabose @Ps encapsulés dans des
liposomes et radio-couplés avec YG afin d'étudier leur accumulation dans I'organisete
dans des mélanomes sur un modéle mititth Les organes, le sang ainsi que la tumeur ont
éte prélevés et la radioactivité a été mesurée awvecompteur a scintillations, aprés
I'injection i.v. soit de liposomes seuls, soit d®®encapsulés dans ces liposomes, et cela,
pendant 72 h. Les auteurs ont observé que les @Dapsulés avaient une distribution
tissulaire (foie, rate, reins, poumons et sangum® accumulation tumorale (5 % DI)

similaires a celle des liposomes vides.

[1.4.6. Mesures élémentaires par spectrométrie de asse

Fischer eal. ont conduit la premiére étude de biodistributien@Ds qui a été realisée
chez le rat™®. Les auteurs ont étudié la distribution par ICPSAfle 2 types de QDs aprés
leur injection i.v. au niveau de la veine jugulaive type de QDs ayant un DH de 25 nm et
I'autre étant couplé a de I'albumine sérique boBSA) avec un DH de 80 nm (QDs-BSA).
lIs ont observé que la demi vie de circulation dg@Bs non couplés (58,5 min) était
significativement plus longue que pour les QDs-BS88,7 min). De plus, ils ont montré qu’il
y avait une forte différence de distribution tissté entre les 2 QDs étudiés, dans le foie, la
rate, les poumons et les reins. En effet, I'accatnuh des QDs non couplés dans le foie (36,4
% ID) était significativement plus faible que pdas QDs-BSA (99,5 % ID), 90 min apres
leur injection. Au contraire, la séquestration @@8s non conjugués est double dans les
poumons et quadruple dans les reins par rapporQis<BSA. Dans la rate, les QDs-BSA
ont rapidement été captés en comparaison aux Q¥sB3A, alors que 90 min apres leur

administration, il n’y avait plus de différencei9,et 2,07 % ID, respectivement).

La quantification de QDs par ICP-MS a été rappopéear la premiere fois par le
groupe de Gopee®”. Les auteurs ont étudié la biodistribution de @bettant dans le rouge
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apres injection intradermique dans le dos des sopeindant 24 h. lls ont montré que dans la
majorité des organes du SRE (foie, rate et gangligmphatiques), la quantité de QDs
augmentait brusquement pendant les 12 premiéregedielavec un pic maximal
d’accumulation apres 24 h, alors que le niveau Bs @ans le sang restait inchangé sur une
période de 24 h.

Yang etal. ont suivi 'accumulation de QDs par ICP-MS, 124t jours aprées leur
injection via la veine caudale chez la sollfid. Ils ont observé qu’une forte quantité de QDs
était séquestrée dans le foie (29 a 40 % DI), ta (48 a 5,2 % DI) et les reins (1,5 a 9,1
% DI) pendant toute la durée de I'expérience.

La méme équipe a conduit une étude pharmacologigee les mémes QDs, de 1 h a
6 mois aprés leur injection i.v. chez la solfi¥. Sur la base de leurs études expérimentales,
ils ont développé un modele mathématique simulanghlarmacocinétique des QDsvivo
apres leur administration i.v., ce programme étaapable de prédire la cinétique
d’accumulation de ces QDs dans les tissus murinforeetion du temps. lls ont également
montré que les QDs étaient retenus dans la rateidet les reins pendant au moins 28 jours
et gu'ils étaient graduellement et partiellememini@lés de I'organisme a partir de 28 jours
post-injection et jusqu’a 6 mois.

Ce groupe a également étudié la stabilité de cesi®iivo, toujours dans les mémes
conditions expérimentales entre 4 et 16 semainessdpur injectiord'®. Les auteurs ont
observé que ces QDs n’étaient ni stables, ni biglagnent inertes puisque du Cd libre a été
retrouvé dans les reins des animaux, provenarg dédradation des QDs.

L’équipe de Chen a réalisé une étude de biodigtabyar ICP-MS apres injection
i.v. de QDs encapsulés dans de la silice chez Uaiss6®¥. Ils ont montré que ces QDs
s’accumulaient préférentiellement dans le foie, rigigs, la rate et les poumons et que la
moitié de la dose injectée était excrétée par teges (33,3 % DI) et les feces (23,8 % DI),
5 jours post-injection.

Ducongé eatl., outre leur étude de biodistribution par microTBRt également dosé
le Cd dans les organes par ICP-MS, 90 min apréstioh des QDs couplés atF . Ils
ont observé que le foie et la rate étaient lesrmgajui accumulaient le plus les QDs, ces

résultats étant corrélés avec leur étude par migiroT
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Geys etal. ont évalué la biodistribution de 2 types QDs dotBun ensemble
coceur/coque identigue mais avec une chimie de surffitférente, composée soit de
groupements carboxyles, soit de groupements anpaedCP-OES™?. Ils ont observé, 1 h
aprés injection i.v. d’'une forte dose de QDs (144of) chez la souris, que les QDs
fonctionnalisés avec des amines s’accumulaienis/diois dans le foie (34,3 % DI) que les
QDs greffés avec des fonctions carboxyles (4,9 Y% dddrs qu’ils étaient présents en quantité
identique dans les poumons (3,9 % et 4,4 % Dl eesgement).

Kostarelos et ses collaborateurs ont comparé lraotation de QDs encapsulés ou
non dans des liposomes dits « fluides » ou « rggidpar ICP-MS chez des souris porteuses
de mélanomes aprés leur injection N2, Ils ont observé que la circulation sanguine des
QDs englobés dans des liposomes fluides était jasjfois plus importante, comparée aux
QDs encapsulés dans des liposomes rigides sur femieres heures. De plus, les QDs
« fluides » ont aussi montré une plus faible acdatian dans le foie et la rate par rapport aux

QDs « rigides » jusqu’a 72 h post-injection.

11.4.7. Résumé

Une vingtaine d’études sur la biodistribution desnt été rapportées a ce jour, alors
que des centaines d’articles sur leur utilisationireagerie biomédicalen vivo ou sur des
testsin vitro ont été publiés. La majorité de ces études dedtiduition, dont les conditions
expérimentales sont résumées dans le Tableau V&téméalisées dans le but de localiser les
QDs chez I'animal, et en particulier les rongewsuis et rats), afin de déterminer leur
toxicité potentielle. Cependant, ces études ne gqd@udtre comparées entre elles, du fait que
les QDs utilisés différent en terme de compositibimique, de taille, de chimie de surface ou
encore de quantité administrée, facteurs deterrhleandistribution anatomiqu&?.
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Tableau IVI. Conditions expérimentales utilisées pour les étdadsiodistribution de QDs.

o . N . . Organes
es - Emission Taille Modele Voie Dose Temps Méthode de A )
Reéférences Ceeur | Coque Chimie de surface (nm) (nm) animal injection injectée de mesure quantification prmcllssalgézant
[136] cdse 7ns lysine modifiée NC 25 rat sprague- iV 5 nmol 15, 20, 30, 60 |CP-AES foie > rate > reins
albumine bovine sérique| NC 80 dawley v 90 min foie > rate > reins
[186] cdzme| zns Ac anti-poumons NC NC | souris balb/c iV NC 1,4,24,72, 14 compteur poumons > rate > foie
Ac controle NC NC femelle o h Geiger foie > rate > reins
i.d. (au
1180] cdse | cds PEG 621 37| souris SKH-1 niveau | 48 pmol | 4, 8,12, 24 h ICP-MS foie > ganglions inse
du dos)
. 1,3,6,24h;3 . .
[181] ~ souris balb/c . U T imagerie de .
CdTe Zns PEG-NH2 705 NC nu/nu femelle iv. 100 pmol | 7, 1]2[12 28 fluorescence foie > rate > os
64Cu souris nude foie > rate > reins
[142] cdTe | zns 705 NC femelle iv. 20pmol | 1, 5,18, 25 microTEP ,
RGD-64Cu porteuse de foie > rate > tumeur
glioblastome
17 souris ICR ) 1,4,24h;3,7, g ; i
CdTe ZnSs PEG 705 13 male iv. 40 pmol 14, 28 jours ICP-MS foie > rate > reins
cystéine®™c 515 4 vessie > foie> reins
18] cdse | zns yeweme souris CD-1 iv. 300 prol 4h compteur .
cystéine2™c 575 9 Geiger foie > poumons > rate
NH,-PEG®Cu 525 12 10.20.60s - 3 foie > rate > 0s
[146] cdse 7ns COOH¥Cu 525 12 souris nude v 25 omoll 66 min - 3Sé " microTEP + Foie > rate > 0s
NH,-PEG®Cu 800 21 v P 1o et | compteur Geiger | foie > rate > os
COOH®cu 800 21 ' foie > rate > os
[169] cdseTe s NH, 800 21 souris nude . 10 ool 13,112, 203m:1n H imagerie de foie > reins > rate
NH,-EGF 800 26 male o P 18 2ah fluorescence foie > tumeur > reins
Ac anti-poumons NC NC . poumons > rate > foie
1187] cd®me| zns Ac controle NC NC Sog:f,;zblc i.v. 47pg | 1 hj'oﬁ’r;' 19 Cg;’g::" foie > rate > poumons
Ac anti-poumons?% NC NC poumons > rate > foie
[133] . souris ICR . 1, 6,12, 24, 48, g . .
CdSeS SiQ OH 570 22 male iv. 5 nmol 72,120 h ICP-MS foie > reins > rate
[185] CdSe ZnSs aucune 596 4 rat wistal per os NC 15, 30, 60 min spgct(o- oesoph§ge >. estomac
fluorimétre intestin
64Cu souris nude foie > rate > os
[175] femelle . 20-22 .
CdTe 2ns VEGF-64Cu 705 NC porteuse de LV pmol 4h microTEP foie > rate > 0s
glioblastome
[145] 5 ok N i 0, 20, 30, 60 microTEP + : .
Cds CdznS! PEG-18F 600 20-2b souris nugle v, 1 nm 0?’ 90 min ICP-MS foie > rate > reins
NC NC COOH 38 X e d foie > reins > rate
1182] NC NC (35 %) acide hyaluronique 800 46| souris nude iv. 10 pmol 24 h fllrngggégnci foie > reins > rate
NC NC (68 %) acide hyaluronique 68 foie > reins > rate
PEG-streptavidine- souris swiss i ;
biotine-Gd nude male reins > fole > rate
[141] cdse | zns PEG-strentavidin 585 15 porteuse i.v. NC 1h IRM
EG-streptavidine- de tumeur reins > foie > rate
biotine-Gd-cNGR colorectale
[170] lopti souris balb/c | . 800-960 | 2min;1,2, imagerie de cerveau > poumons >
Cdse Zns PEG-lectine 607 95 male intranasale pmol 3,48 fluorescence foie
NC NC NH2-PEG-64Cu 21 foie > rate > os
NC NC NH2-PEG-peptide-64Cul| 10, 20,60's ; foie > rate > os
NC NC COOH-64Cu in; foie > rate > os
[184] _ 800 19 | souris nude iv. 20 pmol| 2 80 min; microTEP _
NC NC COOH-peptide-64Cu 3, 6,12, foie > rate > os
InAs aucune PEG-peptide- 64Cu 5 36h foie > rate > reins
InAs aucune peptide-64Cu foie, rate > reins
NH2 93 . 720; foie > poumons
1901 cdse | zns NC Sou”nfatl’:'blc iv. 1441441 1,4,24h ICP-OES
COOH 104 1,44 pmol foie > poumons
NC NC PL souris balb/c rate > reins > tumeur
femelle imagerie de
] 800 18 porteuse i.v. 40pmol | 1,2,3,4h 9
fluorescence .
NC NC PEG de cancer reins > rate > tumeur
du sein
PEG2750 23 estomac > rate > reing|
PEGA4000 26,5 s NMRI . e d foie > estomac > rate
[172] souris ) imagerie de .
CdTe ZnS PEG7000 705 32 nude femelle iv. 40 pmol 24 h fluorescence estomac > foie > rate
PEG12000 43 estomac > foie > rate
PEG22000 48 estomac > foie > rate
189 souris ICR 24h;
(289 cdseTe| zns PEG 705 20 e iv. 40pmol | 1,2,4,16 ICP-MS foie > reins > rate
semaines
[147] InAs ZnSs 4PEG-99mTc 5,6 | rat sprague- v 5-10 nmol 4h compteur vessie > foie > reins
InAs Zns 14PEG-99mTc 8,7 dawley - Geiger intestins > foie > reins
PEG-COOH 39 souris foie > rate > reins
PEG-PLf 113 C57BL6 33 pmol ICP-MS + foie > rate > reins
[148] cdse | zns PEG-PL-PEG 520 108 femelle i.v. 4,24,72h compteur & foie > rate > reins
PEG-PLI-PEG o | POf}Ie“SG scintillations foie > rate > reins
PEG-PLr-PEG-14C 110 € melanomey NC foie > rate > reins

NC = non communiqué ; PLf = phospholipide fluidéy B phospholipide rigide
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Il est & noter que la plupart des études sonttees apres injection i.v. soit dans la
veine caudale ou la veine jugulaire chez les rorsydia premiere équipe a avoir rapporté une
étude de biodistribution de QDs chez le rongeut'@égtiipe de Fischer en 2006, suite a leur
injection i.v. ™*®. Depuis, des études de distribution tissulair@s@dministration i.v. de

QDs ont été régulierement rapportées.

En résumé, sur les 24 études de biodistributioéesitprécédemment, 21 ont été
réalisées suite a une injection i.v. et 3 apresimidtration intradermique dans le de®r os
ou intrananasaleles QDs, toujours injectés sous forme liquide. Biese modalités de
détection des QDs ont été employéesvivo et/ou ex vivqQ invasives ou non-invasives,
certaines étant plus sensibles que les autrestechsiques utiliséem vivo rendent possible
le suivi de I'accumulation des QDs dans tout I'erigane sur les mémes animaux, permettant
de diminuer les variabilités intra-individuellesefg&ndant, certaines modalités d’'imagerie ne
fournissent que des données qualitatives quardczumulation de I'agent de contragte
vivo. De ce fait, pour obtenir des données quantitatem terme de concentration de QDs
dans les différents organeg vivq d’autres méthodes sont utilisées, nécessitapadefice
des animaux, la technique de référence étant IMR-La majorité des ces études ont été
menées pour déterminer la toxicité potentiagllevivo de QDs non spécifiques s’accumulant
préférentiellement dans le SRE. Cependant, quelggeges ont travaillé avec des QDs
conjugués a des anticorps ou des peptides d'istgré@ur vérifier leur efficacité a cibler
spécifiguement des tumeurs exprimant ou surexptiro@rtains récepteurs pour les utiliser

en imagerie diagnostique ou pour élaborer de ntes/giérapies ciblées.

[1.5. “Quantification techniques and biodistributio n of semiconductor

guantum dots”
Pic E. Bezdetnaya L., Guillemin F., Marchal F.
Anticancer Agent Med Chem 2009, 9(3): 295-303.
Les 2 derniers sous-chapitres présentés ci-deidgust 11.4. ont fait en partie I'objet
d’'une revue de la littérature résumant les diffegeriechniques utilisées pour quantifier les

QDs et les diverses études de biodistributiongéad suite a 'administration de QDs chez les

rongeur.
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Quantification Techniques and Biodistribution of Semiconductor Quantum Dots

Emilie Pic, Lina Bezdetnaya, Frang¢ois Guillemin, Frédéric Marchal®

CRAN, Nancy-University, CNRS, Centre Alexis Vautrin, avenue de Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-lés-Nancy Cedex, France

Absrtact: Quantum dots (QDs) are fluorescent inorganic nanocrystals with advantageous optical properties, which have been applied for
biomedical purposes including imaging, diagnostic, drug delivery or therapy. Potential toxicity of QDs remains the major barrier to clini-
cal translation, and as such the precise analysis of in vivo QDs distribution and pharmacokinetics is of major importance. Biodistribution
studies in animal models are, however, sparse. The present review provides in a first lieu a summary of different techniques, which are
currently used for relative quantification of QDs in vivo or their absolute quantification ex vivo. Fluorescence and radioactivity based
techniques along with mass-spectrometry detection at the elementary level are addressed in this review. We further introduce biodistribu-
tion studies in animal models and discuss the possibilities to modify quantum dots biodistribution in function of different injection ways.

Key Words: Quantum dots, in vivo, detection, fluorescence, radioactivity, mass-spectroscopy, biodistribution.

1. INTRODUCTION

Quantum dots (QDs) are fluorescent inorganic nanocrystals
with remarkable unique optical and physical properties, namely
high fluorescent quantum yield, large molar extinction coefficient
and particularly high resistance to photobleaching [1-3]. QDs are
composed of a fluorescent core of semiconductor heavy metals such
as cadmium, selenium or tellurium which are actually the most
commonly used (Fig. (1)). In order to limit their potentially toxicity
due to the release of Cd*", Se* or Te* ions in case of oxidation of
the core by ultraviolet light or air [4, 5], the core can be protected
with a first inorganic shell, and to render them water soluble and
stable in biologic environments [6], it can also be encapsulated in a
second shell of organic material, polymeric or lipid-based layers
[7]. QDs are thus biocompatible and can be used for various in vitro
and in vivo biological applications [6-12]. Organic ligands can be
added on the shell surface of QDs to improve their selectivity in
organs of interests or in biological fluids since anionic molecules
have rapid uptake into lymphatics and excellent retention in lymph
nodes [13] or in skin [14] compared with neutral molecules. Other
active molecules such as antibodies or peptides can also be coupled
to QDs to target specific cells [15-19]. Thereby, QDs are very inter-
esting candidates for clinical applications [20], such as guidance
cancer surgery in sentinel lymph node mapping [21-27], as diagnos-
tic imaging tools [25, 28-33] or for therapeutic purposes as drug
delivery to cancer treatment [16, 34].

Questions regarding the in vivo distribution, pharmacokinetic
and toxicity of QDs have not been thoroughly investigated. It is
however an important issue in the view of potential toxicity of QDs.
Akerman et al. [35] and Gao et al. [34] have provided the first
qualitative glimpses into in vivo distribution of QDs. Ballou et al.
[36] conducted the first studies on QDs in vivo kinetics by using
whole animal fluorescent imaging and their results provided a
qualitative assessment of surface chemistry-dependent kinetics of
QDs in mice. Fischer ez al. [37] have been the first to assess quanti-
tatively biodistribution, sequestration and clearance of two chemi-
cally different QDs in rats. Since then, several biodistribution stud-
ies of QDs have been realized in rodents.

The present review will consider the biodistribution studies of
quantum dots, which are indispensable for the eventual toxicity
assays. The review will provide in a first lieu a summary of differ-
ent techniques, which are currently used for relative or absolute
quantification of QDs in vivo and ex vivo. The second part will

* Address correspondence to this author at the CRAN, Nancy-University,
CNRS, Centre Alexis Vautrin, avenue de Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-
les-Nancy Cedex, France; Tel: (+33) 3 83 59 83 06; Fax: (+33) 3 83 59 83
78; E-mail: f.marchal@nancy.fnclcc.fr

1871-5206/09 $55.00+.00
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address biodistribution studies in animal models in function of the
different injection ways.

. Core

Inorganic s hell

Organic shell

Organic ligand

Fig. (1). General structure of biocompatible QDs.

2. QDs QUANTIFICATION
2.1. Relative Quantification (In Vivo)
2.1.1. Fluorescence Measurements

Optical imaging technique recently attracted a lot of interest in
the medical applications due to its non-invasive procedure, high
temporal resolution and relative low cost. Fluorescence imaging in
the visible-wavelength range is routinely used for conventional and
intravital microscopy [38]. The major drawback of this technique
for in vivo imaging is the limited penetration depth of the visible
light because of high absorption and scattering that occur in bio-
logical tissues. Indeed, to study and follow biological signals in
whole-body animal, light must penetrate living tissues several mil-
limeters. To overcome this constraint and make possible the in vivo
imaging, it is preferable to work in the near infrared (NIR) spectral
range (700-900 nm), in which the most endogenous chromophores,
including haemoglobin or melanin and water absorb clearly less.
Weissleder et al. have been the first to build and test a whole-body
experimental imaging system dedicated for small animals that was
sensitive to NIR fluorescent probes [39]. Frangioni’s group have
introduced the concept of a low-cost, safe, and easy-to-use NIR
fluorescence imaging system for large animals that permits the
surgeon to “see” surgical anatomy and NIR fluorescence simulta-
neously, non-invasively, with high spatial resolution, in real-time,
and without moving parts [40]. Kim and al. [22] conducted the first
real-time NIR fluorescence imaging study on animals with QDs as

© 2009 Bentham Science Publishers Ltd.


e.pic
Droite 


Chapitre I : Synthése bibliographique. Quantum dots

2 Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, 2009, Vol. 9, No. 3

NIR contrast agent (emitting between 840 and 860 nm) with above-
mentioned intraoperative NIR fluorescent imaging system devel-
oped by Nakayama and co-authors [40]. Then, De Grand and Fran-
gioni [41] have developed a new operational NIR fluorescence
imaging system specifically for use during large animal surgery and
carried out several studies on sentinel lymph node mapping with
NIR emitting QDs on mice, rats and pigs [13, 21, 23, 24, 26, 27, 42-
44]. However, absolute QDs quantification has never been done in
vivo because of the nature of diffuse photon into tissue in a NIR
range. Indeed, with fluorescence imaging, the appearance of deeper
structures is significantly blurred and the detected signal from them
is significantly attenuated as a function of structure depth [45].
Moreover, photon attenuation is nonlinear as a function of depth
and the optical heterogeneity of tissue, which obscures signal quan-
tification [46]. For example, a small structure with high contrast
agent concentration that is deeper into tissue could provide the
same fluorescence signal as a larger structure with low contrast
agent concentration that is closer to the surface. Thus, interpretation
of NIR data and images requires advanced data processing tech-
niques to account for the diffuse nature of photon propagation in
tissue [38]. However, emergence of mathematical models associ-
ated with technological developments concerning illumination and
detection devices have improved visualisation of contrast agents in
tissue. Thus, new in vivo fluorescence imaging systems have been
created and marketed such as Maestro /n Vivo Imaging System
(CRI Inc, Woburn, MA, USA) or Xenogen IVIS-200 Optical In
Vivo Imaging System (Xenogen-Caliper, LS, Alameda CA, USA)
or Fluobeam (Fluoptics, Lyon, France) and they all are composed
of a high resolution CCD camera which is highly sensitive in NIR
range. These devices are able to semi-quantify NIR contrast agents
in vivo. The advantage of this imaging modality is that it permits to
analyse the same animal several times over a long time period.
Thus, NIR fluorescence imaging system spares the animals and
minimizes intra-individual variations, resulting in improved data.
To quantify QDs in vivo, the first stage is to acquire the baseline
images in animals without injection of QDs. This background sig-
nal has to be generated for each animal and will be further sub-
tracted from fluorescence images created after contrast agent injec-
tion. Second step is to inject QDs into animals and acquire fluores-
cence images at desired times after injection. Fluorescence intensi-
ties are further noted by selecting the specific region of interests
(ROIs) from the obtained images. This technique has a disadvan-
tage since it does not give information on the absolute concentra-
tion of QDs. Nevertheless, it is possible to compare normalized
fluorescence intensities at different ROIs in function of time after
injection. Thus, in vivo fluorescence imaging systems permit semi-
quantitative QDs evaluation according to the changes of fluores-
cence intensity of QDs in ROIs. The first study in which NIR QDs
were semi-quantified using NIR fluorescence imaging system in
vivo was performed by Morgan and al. [47]. The authors have
measured fluorescence intensity of QDs in function of time in
squamous carcinoma tumour model in mice after intra-venous (i.v.)
injection of QDs and have registered the dynamic changes of QDs
in different organs. They have observed that QDs are both uptaken
and eliminated from tumour tissue but elimination phase is slower
compared to that of the blood draws, suggesting that exchange of
the QDs between circulation and tumour tissue may be different.
Moreover, they have provided preliminary data on the elimination
of QDs from various tissues such as heart, abdominal areas, or the
blood. Inoue and al. [48] have performed in vivo fluorescence imag-
ing in living mice after systemic administration of commercial NIR
QDs to investigate their use for optical mapping of mouse anatomy.
The authors have performed temporal profiles of fluorescence in-
tensity for several organs during 28 days. To assess the temporal
pattern of NIR QDs uptake semi-quantitatively, a ROI was defined
for different organs, and the mean signal intensity for each structure
was determined. It was observed that already 1 h after QDs injec-
tion, fluorescence signal intensity was elevated in liver, spleen,
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skeleton and lymph nodes, indicating preferential accumulation of
QDs in reticuloendothelial system (RES) and optimal time point for
scanning was found to be between 3 and 6 h post-injection. They
have also shown that liver, skeleton and lymph nodes were clearly
detectable even at 28 day after injection whereas spleen was almost
undetectable at 14 days and later. Thus, an evidence was provided
that long-term, repeated imaging of RES was feasible after a single
injection of NIR QDs. Moreover, in spite of prolonged retention of
QDs in RES, the authors did not see apparent signs of toxicity
caused by QDs and body weight of the mice was similar during the
course of the study. However, a detailed assessment of toxicity was
not performed, so, potential toxicity of QDs in organs has not been
demonstrated. It is highly probable that a long-term sequestration of
QDs in RES could be toxic if QDs were degraded releasing the
Cd** ions which are known to be toxic to liver, kidneys, lungs or
gastro-intestinal tracts. Cai and al. [17] have demonstrated the spe-
cific in vivo targeting of an arginine-glycine-aspartic acid peptide
(which targets tumour vasculature) labelled NIR QDs into mice
bearing human glioblastoma tumours. They have compared distri-
bution into tumour of peptide-labelled and unlabelled QDs after
their i.v. injection by measuring fluorescence intensity emitted by
tumour in function of time. It has been shown that the peptide la-
belled QDs quantity in the tumour was considerably higher 6 h after
injection, with a tumour-to-background ratio 4 times more than for
the tumours with unlabelled QDs. Very recently, Diagaradjane and
colleagues [31] have demonstrated that NIR QDs coupled to epi-
dermal growth factor (EGF) could be used as semi-quantifiable and
reproducible fluorescent imaging agent in mice grafted with human
colorectal tumour that overexpresses EGF receptor. The authors
demonstrated that 6 h after i.v. injection of QDs, tumour accumu-
lated 2.5 times more coupled compared to uncoupled QDs.

2.1.2. Radioactivity Measurements

Two different nuclear imaging modalities can be used to detect
radioactivity emissions in small animals. These techniques allow a
serial imaging of live animals, obviating a need to sacrifice animals,
and minimizing interindividual variation. The first one is the single
photon emission computed tomography nuclear imaging (SPECT)
for which the most commonly used gamma-emitting radionuclide
tracer such as 99-metastable-technetium (*>™Tc), iode-125 (**°I) or
indium-111 (*"'In) are injected i.v. [49]. They accumulate at differ-
ent locations in the body depending on the relative perfusion and
affinity for the compound containing the radioisotope. The SPECT
camera then estimates the relative amount of activity at each posi-
tion in the body by detecting the emission of gamma rays from
series of angular views. The resolution of the resulting image is
dependent on the aperture through which the radiation is detected.
Thus, this emission imaging plays a crucial role because of func-
tional, metabolic and pharmacokinetic information that it can bring
due to its ability to provide true three-dimensional information.
However, this technique has limitations. Radionuclides can be ex-
clusively synthesized in a specific device called cyclotron which is
very expensive and not always available. Moreover, radiocolloid
physical half-lives are short : 6 h for *™Tc, 13 h for '**I and 67 h
for """In, thus indicating that the SPECT studies cannot be done
over a long time span. Furthermore, as for fluorescence imaging
system, SPECT imaging provides semi-quantitative information on
the radioisotope concentration in vivo and are often expressed as the
percentage of injected dose (% ID) or as the percentage of injected
dose per gram of tissue (% ID/g) after selection of ROIs. Thus, it
can be possible to compare radioactivity of different ROIs as a
function of time. Soo Choi and al. [50] have precisely defined the
requirements for renal filtration and urinary excretion of inorganic,
metal-containing nanoparticles. There is actually the only one group
which has developed a technique to label the QDs surface cova-
lently with a chelated form of the gamma ray-emitting isotope
99MTe to realize semi-quantitative measurement of QDs behaviour
in mice. Using several *™Tc-labelled QDs with different hydrody-
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namic diameters (HD) from 4.36 to 8.65 nm, they have followed
distribution and clearance in all organs, and from the body itself,
over time. The authors have shown that radiolabelled QDs re-
mained intact, even after excretion into urine, suggesting that
gamma ray emission could be used as a reliable surrogate for QDs
distribution. Four h after i.v. injection of QDs with a HD of 4.36
nm, the dominant signal was detected in the bladder and the only
appreciable distribution in other organs was in the liver (4.5 = 1.0
% ID) and kidney (2.6 £ 0.4 % ID). In contrast, QDs with a HD of
8.65 nm have exhibited high uptake in liver (26.5 = 3.9 % ID), lung
(9.1 £4.0 % ID) and spleen (6.3 + 2.4 % ID) and a proportionally
lower signal in bladder. Thus, the authors have suggested that
metal-containing nanoparticles will have limited clinical utility and
that new nanoparticles have to be developed with a formulation
with completely non-toxic components and/or a biodegradabitily to
clearable components and a final HD lower than 5.5 nm to be
eliminated from the body. It should be noted however that in such
small QDs the band gap between the conducting and non-conduct-
ing bands increases and the emission is shifted towards the blue
which might impede the imaging in the NIR window.

The second nuclear medicine imaging technique used to meas-
ure radioactivity is positron emission tomography (PET). PET pro-
duces a three-dimensional image or map of functional processes in
the body. The system detects pairs of gamma rays emitted indirectly
by a positron-emitting radioisotope tracer, which is introduced into
the body on a biologically active molecule, usually into blood circu-
lation [49]. Images of tracer concentration in 3-dimensional space
within the body are then reconstructed by computer analysis. The
radionuclide most commonly used for this purpose is fluorodeoxy-
glucose (FDG), a derivative of glucose, for which the physical half-
life is 2 h. The concentrations of imaged tracer are semi-quantita-
tive and provide tissue metabolic activity, in terms of regional glu-
cose uptake. The recent interest in imaging of genetically altered
mice has led to the development of high-resolution PET scanners
custom designed for small animal imaging (microPET). PET imag-
ing has the same disadvantages than SPECT with regard to the ra-
dioisotope production and a short physical half-life of the positron-
emitting radionuclide of 2 h for FDG or 12.7 h for copper 64 (**Cu),
which is an isotope of copper. Schipper and co-workers have been
the first to study biodistribution of commercial QDs radiolabelled
with positron-emitting tracer in living animal during 36 h [51]. QDs
have been radiolabelled with **Cu and studied by serial microPET
with ROIs analysis. Larger (800 nm emission wavelength; 21 nm
HD) and smaller (525 nm emission wavelength; 12 nm HD) QDs
have been studied in mice. Moreover, this group has also investi-
gated whether surface coating with 2,000 molecular weight poly-
ethylene-glycol (PEG) may prolong the circulating half-life of the
molecules in vivo as has been earlier demonstrated in the study of
Ballou and al. [36]. Dynamic imaging of microPET-based in vivo
biodistribution of both pegylated QDs revealed a rapid and pre-
dominant uptake in liver, followed by spleen and bone already 2
min after tail vein injection of radiolabelled QDs and lasting till 36
h. Contrary to pegylated QDs, unpegylated QDs have shown no
relevant bone uptake but a high activity in liver and spleen. Further,
no difference was observed in biodistribution between smaller and
larger QDs. Previously, Cai and al. [17] have demonstrated the
specific in vivo targeting of an arginine-glycine-aspartic acid pep-
tide labelled NIR QDs into mice bearing human glioblastoma tu-
mour by using NIR fluorescence imaging system. However, they
have been limited by small tissue penetration of optical imaging.
For this reason, they have synthesized a new dual-function probe
made up of NIR QDs coupled with **Cu and labelled or not with
arginine-glycine-aspartic acid peptide [52]. After quantitative ROIs
analysis they did not observe significant difference in the liver up-
take of the two radiolabelled QDs. The uptake of both has been
about 50 % ID/g throughout the study, indicating that the majority
of each injected QDs has been taken up by the RES. The difference
in the tumour uptake of the two conjugated QDs has been signifi-
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cant at all time points examined, except 1 h after injection. The
tumour uptake of QDs unlabelled with peptide has been less than 1
% 1D/g, suggesting minimal passive targeting in the tumour,
whereas the uptake of QDs labelled with peptide has been signifi-
cantly higher (2.2 £ 0.3, 4.0 + 1.0, and 4.3 = 0.5 % ID/g at 5, 18,
and 25 h after injection, respectively). Thus, this group has quanti-
tatively evaluated the tumour-targeting efficacy of dual-function
QD-based probes using PET imaging. They have also demonstrated
that non-invasive PET with conjugated radiolabelled QDs provided
a robust and reliable measure of in vivo probe distribution. This
approach overcame the tissue penetration limitation of NIR fluores-
cence imaging, thereby allowing quantitative in vivo-targeted imag-
ing in deep tissue. Very recently, this group has used a new dual-
function QDs coupled with another peptide of interest which target
vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor radiolabelled
with %*Cu for NIR fluorescence imaging and PET of tumour vascu-
lature [53]. The results of PET imaging have shown that QDs
coated or not with VEGF were taken up rapidly by the liver and that
tumour uptake of QDs coupled with VEGF was 3.5 to 5.5 times
more compared to QDs without peptide, at 1 h and 24 h respec-
tively.

2.2. Absolute Quantification (Ex Vivo)
2.2.1. Fluorescence Measurements

Fluorescence spectroscopy or fluorometry or spectrofluorimetry
analyzes emitted fluorescence from a sample after its excitation by
light. This technique allows quantification of QDs in solution by
taking into account a linear part of the previously established cali-
bration curve. QDs quantification from animal organs requires spe-
cial solvents for extraction, in order to avoid its deterioration. Ma-
nabe and colleagues [54] have investigated the medicinal effect of
red-emitting QD-conjugated with an anti-hypertension agent capto-
ril after carotid artery injection in rats. The authors have measured
by spectrofluorimetry the concentration of conjugated QD in the
plasma from 0.5 to 96 h after their injection and demonstrated that
its concentration decreased monoexponentially with a half-life time
of 0.65 h. In the same way, Yang and al. [55] have used fluores-
cence spectroscopy to study plasma pharmacokinetics from 1 h to
14 days after tail vein injection of NIR QDs into the mice. They
have found that QDs clearance from the blood was 2.3 mL/h/kg.
We have recently conducted a biodistribution study in mice quanti-
fying by spectrofluorimetry red-emitting QDs (Invitrogen) in or-
gans after subcutaneous (s.c.) injection in the right anterior paw
[56] and demonstrated that QDs have only been present at the injec-
tion site and in the right axillary lymph node with a maximal accu-
mulation at 60 min post-injection.

2.2.2. Radioactivity Measurements

Nuclear medicine imaging as SPECT or PET are largely used
for biodistribution studies in living animals, albeit these techniques
are semi-quantitative. After radionuclide injection in animals, the
different organs can be removed and analysed quantitatively by
gamma-counter detector. Schipper and al. [51] have evaluated the
biodistribution of two QDs labelled with a gamma-emitter **Cu by
microPET in vivo which is a semi-quantitative method and ex vivo
with a gamma-counter detector providing quantitative results in %
ID/g. They have shown the rapid uptake and retention in liver and
spleen with a stable level of QDs in the liver from 10 min to 35 h
for both labelled QDs. Soo Choi and colleagues [50] have also used
gamma-detector for ex vivo biodistribution in mice to quantify ra-
dioactivity of several QDs labelled with **™Tc in resected organs 4
h after injection. Woodward and al. [57, 58] have synthesized QDs,
which were composed of 125-metastable-tellurium, Cd'**™Te/ZnS
core/shell conjugated with specific antibody targeting the lung
blood vessels and investigated ex vivo quantitative biodistribution
in mice. From 1 h to 19 days after i.v. injection of conjugated radio-
labelled QDs, various organs have been collected, sliced and ana-
lysed for biodistribution analysis using gamma-detector and autora-
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diography. This study demonstrated the specificity of antibody
coupled to Cd'*™Te/ZnS QDs to target the lung within 1 h after i.v.
injection. Moreover, they have synthesized another radioactive QDs
by coupling CdTe QDs with a monoclonal antibody (mAb) targeted
to lung vessels bound to '*I but have shown that this ijodinated
nanoparticules were dehalogenated very rapidly in mice, limiting
the collection of useful information.

2.2.3. Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectros-
copy (ICP-AES) Measurements

ICP-AES, also referred to as inductively coupled plasma - opti-
cal emission spectrometry (ICP-OES), is an analytical technique
used for the detection of the traces of metals. It is a type of emission
spectroscopy that uses the inductively coupled plasma to produce
excited atoms and ions that emit electromagnetic radiation at wave-
lengths characteristic of a particular chemical element. The inten-
sity of this emission is indicative of the concentration of the ele-
ment within the sample. To analyze QDs either in solution or in
animal organs, samples have to be destroyed to quantify heavy
metals present in QDs core such as cadmium, selenium or tellurium
which are the most commonly used for QDs synthesis. Several
techniques can be used with this aim, such as treatment of the sam-
ple with nitric acid, chloridric acid or following a specific protocol.
Similar to fluorescence emission measurements, the concentration
of the element is converted into QDs concentration using a mass-
spectrometry assessed calibration plot. Fischer and al. are actually
the only one group who have used this technique to carry out a
study on the interactions of cadmium selenium/zinc sulfide (CdSe/
ZnS) core/shell QDs with whole blood components in rats [59].
They have tested a variability of QDs-blood interactions in vivo by
administering an i.v. dose of QDs through jugular vein cannulation
of rats and removing blood samples from 2 to 90 min after injec-
tion. Further ICP-AES analysis has demonstrated the variations of
QD concentrations in the whole blood with time after injection.
Moreover, their results have suggested that there are indeed interac-
tions between blood components and QDs. Another study from the
same group [37] has investigated the biodistribution in rats of two
CdSe/ZnS core/shell QDs after jugular vein injection, one of the
QDs was free of coating and had a HD of 25 nm and the other one
was coated with bovine serum albumin (BSA) with a HD of 80 nm
(QDs-BSA). Cadmium concentration in each organ has been meas-
ured by ICP-AES and further correlated with QDs concentration.
Authors have observed that the half-life for non-coated QDs (58.5 +
17 min) was significantly longer than that of QDs-BSA (38.7 = 3.5
min). Furthermore, Fischer and colleagues have shown that there
was a big quantitative difference in tissue distribution between un-
coated and BSA coated QDs in the liver, spleen, lungs and kidneys.
Indeed, accumulation of uncoated QDs (36.4 = 8.1 % ID) in the
liver was significantly lower than that of QDs-BSA (99.5 + 9.2 %
ID) at 90 min post-injection. On the contrary, sequestration of un-
coated QDs was double in the lungs and fourfold in the kidneys that
of QDs-BSA. In the spleen, QDs-BSA were more rapidly taken up
in comparison to uncoated QDs but 90 min after QDs administra-
tion the % ID is not significantly different between QDs-BSA and
uncoated QDs (2.19 £ 0.7 % ID and 2.07 £ 0.43 % ID respectively).
This difference in the pharmacokinetics and biodistribution between
the two types of QDs could be explained by surface modification
resulting in the size increase increase of QDs-BSA. Finally, the
same group investigated the limit of ICP-AES detection in several
rat organs of 5 engineered nanoparticles among which were the
QDs with a CdSe core and a HD of 5 nm [60]. It has been demon-
strated that QDs could be detected in the tissues in the concentra-
tions as low as 10 pmol per gram of tissue after complete destruc-
tion of biological samples in nitric acid.

2.2.4. Inductively Coupled Plasma - Mass-Spectroscopy (ICP-MS)
Measurements

ICP-MS is a highly sensitive type of mass-spectroscopy able to
detect the range of metals and several non-metals at the picomolar
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concentrations. It is based on the combination of inductively cou-
pled plasma as a method of producing ions (ionization) with a mass
spectrometer as a method of separating and detecting the ions. ICP-
MS is also capable of monitoring isotopic species for the ions of
choice. For the first time, quantification of QDs using ICP-MS was
reported by Gopee’s group [61]. The authors have investigated the
biodistribution of red-emitting QDs after dorsal intradermal (i.d.)
injection in mice during 24 h. They have found that in majority of
organs of RES (spleen, liver, lymph nodes), QDs level increased
sharply by 12 h, peaking a maximum at 24 h post injection, whereas
the level of QDs in the blood did not change during 24 h. Nearly at
the same time, Yang and al. have followed an accumulation of NIR
QDs with a HD of 13 nm in mice by ICP-MS after tail vein injec-
tion at 1 and 28 days after injection [55]. They have observed that
high levels of NIR QDs persisted in the liver (29.0 to 40.0 % ID),
spleen (4.8 to 5.2 % ID) and kidneys (1.5 to 9.1 % ID) throughout
the whole experimental period and that in the liver and kidneys
there was even the tendency of increasing of QDs concentration
with time. Recently, Chen and al. [62] have performed a quantita-
tive biodistribution ICP-MS study of silica coated yellow-emitting
QDs in mice after i.v. injection. They have shown that QDs have an
affinity for the lung and spleen and that they were cleared via urine
and feces.

3. QDs BIODISTRIBUTION
3.1. Intra-Venous (i.v.) Injection of QDs

To date, only 8 biodistribution studies were carried out in ani-
mal models after i.v. injection of QDs whereas hundreds of articles
were published on the use of QDs in biomedical imaging and on in
vitro toxicity of QDs. The majority of these distribution studies,
which are summarized in Table 1, were performed to localize QDs
in a whole animal body, and thus, to determine their toxicity. How-
ever, these studies cannot be compared between themselves since
QDs used are all different in terms of chemical composition, size or
coating (Table 1). Fischer et al. [37] have been the first to realize in
vivo distribution study after jugular vein injection of QDs in rats.
They have compared the distribution of two chemically different
QDs by ICP-AES, estimated the in vivo pharmacokinetics and
plasma clearance of QDs and their uptake by various organs, and
finally identified the substructures of organs and cells that are re-
sponsible for the sequestration of QDs. The results have revealed
that the main portion of two QDs was in liver and in particular in
Kupffer cells (Fig. (2)) and that there was a big quantitative differ-
ence in tissue distribution between both QDs in liver, spleen, lung
and kidney. Surprisingly, they have failed to observe a degradation
of the inorganic core/shell part of the QDs, or excretion of the QDs
in a short timeframe, but QDs were sequestered in the RES cells. In
the same way, Yang’s group [55] have determined quantitatively
the blood and tissue kinetics of commercial NIR QDs in mice after
single i.v. injection for up to 28 days by ICP-MS and have localized
NIR QDs in major vital organs using fluorescence microscopy.
Moreover, they have chosen to perform mass balance studies at the
beginning (1 day) and the end (28 days) of the experiment to assess
the persistence of NIR QDs in the body. They have been able to
recover 100 % of an i.v. dose of NIR QDs from the body at both 1-
and 28-day time points, indicating very little excretion during 28
days. Tissue localization of NIR QDs has appeared especially
prominent at the linings of hepatic sinusoids, red pulps of spleen,
renal vessels, and glomerular vasculature in the kidneys. The long-
term accumulation of NIR QDs in vascular-rich areas will most
likely result in toxicity in organs due to the presence of heavy met-
als in NIR QDs and their possible release in the organism. Thus,
toxicology studies including ultrastructural examinations will have
to be carried out with these NIR QDs or another perspective will
have to be followed in terms of QDs synthesis and formulation to
render possible their excretion by animals. Recently, Chen and
colleagues [62] have also used ICP-MS to measure the concentra-
tion of yellow-emitting QDs between 1 h and 120 h after tail vein
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Table 1. Experimental Conditions Used to QDs Biodistribution Studies
. QDs | QDs QDs specific | TSSO |\ ¢ | Animal | QDs Admini- | Administred | Time o qop | Principle
Ref. Core Shell Surface Bindin Peak Size Model stration Quantity Exposure Detection Organ
g of QDs of QDs of QDs Accumulation
Fischer, lysine-modofied ND* 25 nm sprague- . . liver
2006 CdSe ZnS BSA no ND® 80nm | dawley ras iv. 5 nmol 15-90 min | ICP-AES liver
gamma
Woodward, 125m mAb to mouse yes ND° ND"® female . b lung
2007 Cd™"Te | ZnS lung control mAb no ND°® ND" | Balb/c mice Ly ND 1-144h counter liver
detector
G A SKH-1 i.d. (ind 1 .
opee cdse | cds PEG no | 621nm | 37nm : id-(indorsal |0 ol 0-24h ICP-MS liver
2007 mice part)
Y le ICR 1h-28
ang, CdTe | znS PEG no | 705nm | 13am | "oC iv. 40 pmol ICP-MS liver
2007 mice days
Soo Choi, cystein-"""Tc no 515nm | 4nm CD-1 . samma bladder
2007 CdSe Zn8 cystein-""Tc no 575nm | 9nm mice Ly 300 pmol 4h counter liver
detector
NH,-PEG-*Cu 525nm | 12nm gamma liver
Schipper, COOH-%Cu 525nm | 12 nm . . ) liver
2007 CdSe ZnS NH,-PEG-%Cu no 800nm | 21 nm nude mice iv. 25 pmol 10 min-36 h gotunter liver
COOH-"Cu 800 nm | 21 nm etector liver
. . fluorescent .
Diagaradjane, NH, no 800nm | 21 nm | male nude . . . . liver
2008 CdSeTe | ZnS NH,-EGF ves 800 mm | 26 nm mice iv. 10 pmol 3 min-24 h imaging liver
system
mAb to mouse lung b b
Kennel, Cd'*"Te control mAb yes ND b ND b female . 10 min- gamma l'ung
ZnS no ND ND . iv. 47 g counter liver
2008 CdTe mAb to mouse b » | Balb/c mice 90 days
125 yes ND ND detector lung
lung-"~T
. s.c. (in the .
Rob femals tro- 11
9% Cdse | znS COOH no | 655mnm | 16nm | o | rightanterior | 20pmol | Smin24h | Poolo axtiary
2008 nude mice fluorimeter | lymph node
paw)
Ch le ICR
o Ccdses | sio, oH no | s70mm |22nm | ™°¢ iv. 5 nmol 1-120h | ICP-MS liver
2008 mice
Karab 5 . . . spectro- digesti
aravanovas CdSe ZnS nothing no 596nm | 4nm | wistar rats per os ND°® 15 min-48 h qu? o \gestive
2008 fluorimeter system

* see references [31, 37, 46, 47, 51-54, 57, 58, 62] ; * ND = No Data.

injection in plasma, organs and excretion samples collected in mice.
They have observed that QDs were mainly accumulated in the liver,
kidney, spleen and lung with a peak concentration of QDs accumu-
lation 6 h after injection. QDs have been observed especially in
liver lobules till 120 h by fluorescent microscopy. Moreover, they
have demonstrated that these QDs were cleared via urine and feces
to a total value of 25 % and 33 % respectively, which is very high
compared to preceding studies. Other groups [50, 51, 57, 58] have
used radioactive QDs and have assessed QDs concentration in re-
moved organs by gamma-counter measurements. Soo Choi and al.
[50] have labelled small QDs to ™ Tc¢ which have been i.v. admin-
istrated in mice. Mice have been scarified 4 h after injection, organs
have been resected and radioactivity have been measured by
gamma-counter detector. The authors have observed that the domi-
nant signal after injection of the smallest *™Tc-labelled QDs (4 nm
in HD) was in bladder and that the only appreciable distribution in
other organs was in liver and kidney. In contrast, the largest **™Tc-
labelled QDs (9 nm in HD) have exhibited high uptake in liver,
lung, spleen and a proportionally lower signal in the bladder.
Schipper and colleagues [51] have also developed radioactive QDs
coupled with an other gamma-ray emitter which is **Cu to perform
ex vivo biodistribution study in mice after i.v. injection. They have
noted rapid uptake and retention of %Cu-labelled QDs in liver and
spleen 10 min after injection. However, liver and spleen uptake at
10 min have not been significantly different from uptake at 35 h.
Woodward et al. [57] have synthesized radioactive Cd'»™Te/ZnS
QDs which have been coated either with a control mAb or with a
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specific mAb targeted to mouse lung thrombomodulin. The authors
have measured the targeting efficacy of specific radioactive QDs in
mice after i.v. injection till 6 days and have found that 1 h after
injection, lung accumulation represented a 100-fold increase in
targeting efficacy versus control and that after 6 days, the amount
of radioactivity retained in lung was approximately 30 times higher
than that initially observed in the lungs of the control mice. This
was the first demonstration of the specificity to lung of their new
radioactive QDs and its potential for radioimaging. Kennel and al.
[58], using the same experimental conditions as in the previous
study, have recently conducted a biodistribution study over 19 days
and have performed microdistribution in lung and liver of radioac-
tive QDs by autoradiography on tissue sections. They have con-
firmed Woodward’s results and have shown that QDs labelled with
specific mAb targeted lung vessels were uniformly distributed
throughout the lung and in punctuate spots in the liver. Moreover,
in the same study, they have coupled CdTe QD with '*’I bound to
specific mAb and have tested these new radioactive QDs in mice.
QDs coupled with '*I were accumulated in lung but at relatively
low levels (48 % ID/g) compared to Cd'*™Te QDs (95 % ID/g).
The plausible explanation could be the loss of 1251 from the QD
since a large fraction of '*’I was found in the thyroid. Diagaradjane
and al. [31] have developed a specific optical imaging nanoprobe
by coupling commercial NIR QDs with EGF (QDs-EGF) and tested
it in mice bearing human colorectal tumour that overexpresses EGF
receptor. Their biodistribution study has been carried out ex vivo
with a fluorescent NIR imaging system after systemic injection of
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Fig. (2). Optical fluorescence images showing accumulation of the QDs in the liver. Notably, the uncoated QDs at 30 min (A) shows less accumulation than
QDs-BSA at 30 min (B). At 90 min, both uncoated QDs (C) and QDs-BSA (D) show an increased accumulation relative to the corresponding images at 30
min. Images A—D were generated with an inverted epifluorescence microscope, at 20x (NA 0.50). (E) Transmission electron microscopy image shows uptake
in a Kupffer cell at the boundary of a hepatic sinusoid, and sequestration in phagosomes. The Kupffer cell can be identified by its active phagocytic surface
morphology, and location within the sinusoid. (F) A detailed microscopy image of the Kupffer cell shows QDs accumulation in a cellular vesicle. For all fluo-
rescence and transmission electron microscopy imaging, the tissue sections were prepared using standard histology techniques. Copyright Wiley-VCH Verlag

GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission.

QDs and QDs-EGF. Liver and lymph nodes have shown the most
prominent fluorescence signal in all animals during 24 h. Three
distinct phases of tumour influx, clearance, and equilibration/accu-
mulation of QDs nanoparticles and QDs-EGF nanoprobes have
been seen. During the first phase (influx), rapid non-specific en-
hancement in QDs and QDs-EGF fluorescence have been observed
within 3 min after injection. The QDs nanoparticles exhibited a 50
% higher peak of fluorescence than that of QDs-EGF. During the
second phase (clearance), from 3 to 60 min, an exponential de-
crease in QDs and QDs-EGF nanoprobes fluorescence intensity has
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been noted. After initial rapid influx and clearance from tumour
attributable to increased tumour vessels permeability, at 1 h post-
injection, fluorescence from both QDs and QDs-EGF nanoprobes
have attained an apparent dynamic equilibrium between the vascu-
lar and extracellular space/perivascular compartments of the tu-
mour. Thus, they have demonstrated that QDs-EGF with favourable
biodistribution and good binding affinity to EGF receptors permit-
ted quantifiable imaging of EGF receptors expression in human
colorectal cancer xenografts in mice.
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3.2. Other Ways of QDs Administration (i.d., s.c., per os)

Topical exposure to nanoscale materials is likely from a variety
of sources including sunscreens and cosmetics. Because the in vivo
disposition of nanoscale materials is not well understood and be-
cause QDs have been observed to penetrate skin in vitro [63-65],
Gopee and al. [61] have evaluated the distribution of red-emitting
QDs into hairless mice as a model system for determining tissue
localization following i.d. infiltration. The QDs have been injected
i.d. on the right dorsal flank. Within minutes after QDs administra-
tion, the highly QDs fluorescent could be observed moving from
the injection sites apparently through the lymphatic duct system to
regional lymph nodes. Residual fluorescent QDs remained at the
site of injection until necropsy at 24 h. Quantification of QDs levels
in multiple tissues, using ICP-MS have shown a time dependent
loss of QDs from the injection site, and accumulation in the liver,
regional draining lymph nodes, kidney, spleen, and hepatic lymph
node. Fluorescence microscopy has corroborated the ICP-MS re-
sults regarding the tissue distribution of QDs. The results have indi-
cated that i.d. injected QDs remained as a deposit in skin and pene-
trated the surrounding viable subcutis, that QDs were distributed to
draining lymph nodes through the s.c. lymphatics and to the liver
and other organs, and that sentinel organs were effective locations
for monitoring transdermal penetration of nanoscale materials into
animals. Another application of QDs, which was initiated by Fran-
gioni’s group, is intraoperative lymph node mapping of various
organs [13, 21-24, 26, 27, 42]. However, a biodistribution study has
never been conducted. Our laboratory has performed biodistribution
study in healthy mice after s.c. injection of commercial red-emitting
QDs in the distal part of the right anterior paw [56]. Quantification
of QDs has been realized ex vivo by spectrofluorometry. We have
shown that QDs were present in the right axillary lymph node till 5
min post-injection (Fig. (3)) and at the point of injection but absent
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from the other organs, plasma, urine and feces till 24 h after QDs
administration. The maximum of QDs concentration in right axil-
lary lymph node have been reached at 60 min post-injection and
have decreased after 24 h. Thus, we have demonstrated the poten-
tial of QDs to detect axillary lymph nodes in mice after s.c. admini-
stration. Another route of QDs administration has been recently
studied by Karabanovas and colleagues [66]. They have investi-
gated the distribution of hydrophobic CdSe/ZnS core/shell QDs in
the digestive tract of rats after oral administration of QDs. They
have shown that QDs were degraded in the digestive system of
animals and did not eliminate from the organism neither with urine
nor excrements. It seems likely that QDs undergone chemical and
enzymatic degradation in the organs of the digestive system. QDs
were detected in oesophagus, stomach and duodenum but not in
liver, pancreas and spleen.

4. CONCLUSION

QDs are the most promising biological nanoprobes for imaging,
diagnostic, drug delivery or therapy. Various methods are used to
detect QDs in vivo such as fluorescent or nuclear imaging systems
(SPECT and PET). These different techniques make possible to
follow QDs in a whole body over several days but give only a semi-
quantitative aspect of QDs concentration in vivo. To measure QDs
concentration, other quantitative methods have to be applied. The
most significant techniques are those which detect QDs at the ele-
mentary level (Cd, Te, Se) after its degradation, such as ICP-MS
and ICP-AES, followed by fluorescent and radioactivity measure-
ments which allow to quantify directly QDs. However, these four
last techniques can only be used ex vivo after resection and specific
preparations of biological samples. Nevertheless, despite numerous
techniques for the detection of QDs, biodistribution studies in vivo
are sparse. After i.v. or i.d. injections of non-targeting QDs, the

Fig. (3). Transmission and fluorescence microscopy images of axillary lymph node frozen sections. Nude mice were injected with 20 pmol of QDs or PBS
(control) in the right anterior paw. Panels A, B: transmission and fluorescence images of axillary lymph node control; Panels C, D: transmission and fluores-
cence images of axillary lymph node 5 min after QDs injection (40 x enlargement). Robé and al. Quantum dots in axillary lymph node mapping: biodistribu-

tion study in healthy mice. BMC Cancer, 2008, 8, 111.
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principal organ accumulating QDs is the liver followed by spleen
what proves that QDs are uptaken by RES. However, after s.c. ad-
ministration of non-specific QDs, they accumulate specifically in
the regional axillary lymph node and are not notable in other or-
gans. Thus, in function of the way of administration, the ligand or
the size of QDs, it is possible to image, diagnose, target or treat a
specific zone in the body.

ABBREVIATIONS

""In = Indium-111

12 = lode-125

1Zmre = 125-metastable-tellurium

S4Cu = Copper-64

PmTe = 99-metastable-technetium

BSA = Bovine serum albumin

EGF = Epidermal growth factor

FDG = Fluorodeoxyglucose

HD = Hydrodynamic diameter

i.d. = Intradermal

iv. = Inta-venous

ICP-AES = Inductively coupled plasma - atomic emission

spectroscopy

ICP-MS = Inductively coupled plasma - mass spectroscopy

ICP-OES = Inductively coupled plasma - optical emission

spectrometry

ID = Injected dose

ID/g = Injected dose per gram of tissue

mAb = Monoclonal antibody

ND = No data

NIR = Near infrared

PEG = Polyethylene glycol

PET = Positron emission tomography

QDs = Quantum dots

RES = Reticuloendothelial system

ROIs = Region of interests

s.C. = Subcutaneous

SPECT = Single photon emission computed tomography

VEGF = Vascular epidermal growth factor
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[1.6. Localisation des ganglions lymphatiques

En 2004, I'équipe de Kim est la premiére a avdilisé des QDs pour localiser les
ganglions axillaires chez la souris et les ganglitémoraux chez le cochdh®. Les QDs
sous-cutanée (s.c.), en temps réel au moyen d'wagdor de fluorescence opérationnel
développé au sein de leur grodpé **"! De plus, ils ont administré de la méme faconlgae
QDs, du bleu isosulfan 1 %, utilisé en clinique gld technique du GS aux USA et ont
montré une colocalisation de ces 2 marqueurs @sngadnglions étudiés. Les auteurs ont ainsi
montré que les QDs pouvaient étre utilisés comneatagde contraste pour la cartographie des
ganglions lymphatiques.

Depuis, d’'autres études ont été conduites, posantla localisation des ganglions
lymphatiques gastro-intestinai®’, de I'espace pleur&P?, pulmonaires$'®®, de I'cesophage
(160 de la peal®™, de I'aire axillaird™" 192 %oy encore de la vessté¥ chez les rongeurs
et le cochon, au moyen de QDs émettant dans le ®RIf&e a leur injection i.v., s.c. ou
directement dans l'organe d'intérét et détectés ipagerie de fluorescence. Cependant,
aucune équipe n’a suivi 'accumulation des QDs diessganglions au dela de 4 h apres leur
injection et aucune étude de biodistribution dess@[a été menée suite a une injection s.c.

pour leur application dans la technique du GS.

[1.7. Quantum dots en chirurgie oncologique : un rée d’avenir pour

le marquage des berges d’exérése ?

Marchal F.Pic E., Pons T., Dubertret B., Bolotine L., Guillemin F.

Bull Cancer, 2008, 95(12): 1149-1153.

Pour clore ce chapitre, nous présentons l'articid’d Frédéric Marchal auquel nous
avons collaboré. Il présente les perspectivesldation des QDs en chirurgie oncologique et
en particulier dans la technique du GS, la détedati® tumeurs primitives et des métastases

ainsi que pour la délimitation des marges chiraigs.
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Quantum dots

Résumé. Les quantum dots (QDs) sont des nanocristaux de semi-conducteur qui
émettent de la fluorescence lors de leur excitation par une source de lumiére.
Ils ont des propriétés optiques remarquables, comprenant une grande brillance
et une résistance au photoblanchiment. Leurs propriétés spectroscopiques peuvent
étre modulées par beaucoup de facteurs. Des progres récents dans le développe-
ment des QDs permettent le contrdle de la taille, de la forme et de la surface
fonctionnelle de ces nanoparticules avec des applications potentielles dans 1'ima-
gerie du cancer. Les QDs émettant dans le proche infrarouge trouvent leur appli-
cation dans l'identification du ganglion sentinelle. La conjugaison des QDs avec
des biomolécules peut servir a cibler les tumeurs iz vivo. Cet article fait le point
sur les récents développements en nanotechnologie, en détaillant les applications
en chirurgie. A

Mots clés : quantum dots, fluorescence, chirurgie oncologique, marges

Abstract. Quantum dots (QDs) are semi-conductor nanocrystals that emit fluorvescence on
excitation with a light source. They have excellent optical properties, including high bright-
ness and vesistance to photobleaching. Their spectroscopic properties can be modulated by
many factors. Recent progress in developing QDs enable us to control the size, shape and
surface functionality of nanoparticles for potential application in cancer imaging. QDs with
near-infrared emission could be applied ro identify sentinel lymph-node. Conjugation of QDs
with biomolecules conld be used to target tumors in vivo. This article reviewed recent deve-
lopments and issues in nanotechnology with a particular focus on applications to the sur-

gery. A

Key words: quantum dots, fluorescence, oncological surgery, margins

ont deux roles essentiels : ils empéchent les QDs de s’agré-
ger lorsqu’ils sont en solution et ils passivent les états élec-

Les quantum dots (QDs) (boites quantiques) sont des cristaux
fluorescents de semi-conducteurs de dimension nanomé-
trique. Leurs propriétés photophysiques en font des colorants
supérieurs aux marqueurs fluorescents organiques pour la
détection et I'imagerie biologique. Schématiquement, un
QD est constitué de deux parties, inorganique et organique
(figure 7). La partie inorganique du nanocristal est compo-
sée de semi-conducteurs binaires des groupes d’éléments II-
VI ou lI-V de la table périodique et peut éventuellement
avoir une structure cceur/coque [1]. Sa taille varie entre 2
et 10 nm (10° m) et sa forme est en général sphérique,
mais de légeres modifications des syntheses classiques per-
mettent d’obtenir des QDs en forme de batonnets ou de
tétrapodes. Enfin, des molécules organiques, appelées
ligands, sont accrochées sur la surface du QD. Les ligands

Tirés a part : F. Marchal
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troniques de la surface du QD [1].

Ces QDs possedent des propriétés optiques tres attractives
du point de vue de leurs propriétés spectrales et de leur
grande brillance et photorésistance [2]. Ils possedent en
effet des spectres d’émission de fluorescence tres fins, dont
la longueur d’onde dépend a la fois de la taille et du semi-
conducteur utilisé, leur longueur d’onde se décalant vers le
bleu lorsque la taille diminue (figure 2). Ainsi, les QDs les
plus étudiés et utilisés ont un coeur composé de séléniure de
cadmium (CdSe) et ont une longueur d’émission typique-
ment comprise entre le bleu (520 nm pour des cceurs de
2 nm de diametre) et le rouge (655 nm pour des cceurs de
7 nm de diametre). Des QDs de nouvelle génération, appe-
lés type Il, présentent un potentiel important pour I'imagerie
in vivo. lls sont constitués d’un cceur de tellure de cadmium
(CdTe) entouré par une enveloppe CdSe. lls émettent dans le
rouge et le proche infrarouge (700-900 nm), la fenétre
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Ligands

Figure 1. Représentation schématique d’un quantum dot (QD)
avec ses deux parties essentielles : le nanocristal et les ligands
de surface.

idéale pour I'imagerie in vivo permet de diminuer |'effet de
I’absorption et de I"autofluorescence des tissus [3]. Enfin, les
QDs possedent un spectre d’excitation tres large dans le
bleu et I'ultraviolet. Avec la méme longueur d’onde d’exci-
tation (par exemple, 450 nm), il est ainsi possible de visua-
liser quatre ou cinq couleurs différentes, a I'aide d’un seul
jeu de filtres [1], contrairement aux colorants organiques qui
nécessitent chacun une longueur d’onde d’excitation diffé-
rente.

En outre, les QDs présentent d’autres avantages comparés
aux fluorophores traditionnels (vert d’indocyanine, fluores-
céine...). lls ont une brillance bien plus importante quand
ils sont excités, en raison de leur trés grand coefficient d’ex-
tinction molaire et de leur rendement quantique de fluores-
cence élevé. lls sont également tres résistants au photoblan-
chiment (c’est-a-dire a la perte d’émission de fluorescence
apres une certaine durée d’excitation), ce qui est crucial
pour une imagerie en temps réel de longue durée. Cette
photostabilité, bien supérieure aux marqueurs fluorescents
organiques, a notamment permis de pousser la détection jus-
qu’a la visualisation de marqueurs uniques.

L'utilisation des QDs dans le domaine biologique a été long-
temps retardée par des problemes de solubilit¢ en milieu
aqueux. En effet, les QDs doivent étre solubles et conserver
trois propriétés essentielles : une fluorescence importante,
une stabilité colloidale et une faible adsorption non spéci-
fique [4]. A Iissue de leur synthese, les QDs sont recouverts
de ligands hydrophobes. Pour les solubiliser dans I'eau, il
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Figure 2. QD émettant a une longueur d’onde directement liée a
leur taille.

faut les rendre hydrophiles tout en protégeant leur surface
des charges présentes en solution (ces charges détruisent la
fluorescence des QDs). Plusieurs stratégies existent pour
cela. On peut, par exemple, effectuer un échange de ligands
pour remplacer les ligands initiaux hydrophobes par des
ligands hydrophiles. Il est également possible d’encapsuler
les QDs hydrophobes a I'aide de molécules amphiphiles.
Par exemple, I"équipe de Dubertret a ainsi montré qu’en gar-
dant les ligands hydrophobes a la surface des dots, il était
possible de les encapsuler au cceur d’'une micelle de phos-
pholipides (c’est-a-dire une boule de polymeres orientés
radialement comme les épines d’un hérisson) [2]. La stabilité
de la micelle est trés améliorée par la présence du QD en
son coeur, et ces micelles sont stables pendant plusieurs
mois en solution aqueuse. Cette nouvelle méthode d’enca-
psulation permet d’obtenir rapidement (10 minutes pour
I’encapsulation, 2 heures pour la purification) des QD-
micelles régulieres, dont la taille, la forme et la structure
sont homogenes. Apres encapsulation, le diametre hydrody-
namique des QDs est compris entre 20 et 25 nm. L’encapsu-
lation des QD au cceur d’une micelle permet en outre, de
fonctionnaliser ces QDs. En effet, la micelle peut porter un
ou plusieurs groupes réactifs sur lesquels il est possible de
greffer, par exemple, des protéines ou des molécules
d’ADN [4].

Cela offre aux chercheurs un champ d’investigation tres
large, que ce soit pour la détection biomoléculaire in vitro
ou pour l'imagerie cellulaire in vivo. Wu et al. [5] ont utilisé
des QDs couplés a la streptavidine pour des marquages
immunologiques mettant, par exemple, en évidence la struc-
ture du cytosquelette ou d’autres cibles cellulaires de
maniere tres détaillée. La photostabilité importante des
QDs permet I'acquisition de multiples images de plan focal
successif, de maniere a reconstruire l'information en trois
dimensions en haute résolution. Dahan et al., et Lidke et
al. [6, 7] sont allés plus loin en visualisant en temps réel le
mouvement de molécules uniques dans la cellule, ce qui
était alors impossible avec des colorants organiques classi-
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ques. La visualisation de molécules uniques au sein de la
cellule ouvre de nouvelles perspectives dans I"étude de la
dynamique de diffusion de récepteurs, dans I'interaction
récepteur-ligand, le transport de biomolécules et I'activité
enzymatique. Les QDs ont enfin apporté des développe-
ments importants pour la détection de biomolécules in
vitro, comme la détection par marquage immunologique
ou par transfert d’énergie de type Forster, pour la détection
de petites molécules, de toxines, de protéines, d’ADN, etc.

Utilisation des QDs en chirurgie

* QD et ganglion sentinelle

Récemment, I'application des QDs in vivo a été développée
pour la détection des ganglions sentinelles in vivo [8-13].
Les QDs sont injectés dans la tumeur et sont drainés par la
lymphe jusqu’au ganglion sentinelle, qui peut étre ensuite
repéré par leur fluorescence. Dans les quatre études rappor-
tées dans la littérature (a partir d'un modele animal), les QDs
utilisés ont des propriétés d’émission de fluorescence dans le
proche infrarouge (800-850 nm), afin d’imager en profon-
deur dans le tissu biologique. Ces études démontrent la pos-
sible utilisation des QDs en peropératoire, afin d’obtenir des
images en temps réel des ganglions sentinelles, de maniere a
ce que le chirurgien puisse les localiser et les enlever avec
précision. L'intérét des QD en remplacement du colloide
marqué et du colorant bleu est multiple. Il n’y a pas d'utili-
sation de produits radioactifs nécessitant une qualification et
un environnement particuliers (sécurité vis-a-vis des radia-
tions ionisantes). Leur utilisation est simple, nécessitant uni-
quement, soit une caméra pour I'imagerie, soit une sonde
pour la détection peropératoire. Tout se fait en une seule
fois, par opposition aux deux injections, celle du colloide
marqué et celle du bleu. Cela peut avoir un intérét particu-
lier pour les visceéres profonds non accessibles de maniere
aisée a une injection préopératoire de radio-isotope (utérus,
cdlon, poumon, etc.) [14-16]. L'injection des QDs est faite
en peropératoire, ce qui diminue le temps nécessaire pour
obtenir Iinformation de localisation [8, 12]. L’avantage des
QDs sur un colorant organique, comme le bleu, est que la
fluorescence des QDs permet de les localiser en profondeur,
au sein d’un tissu graisseux, beaucoup plus facilement qu’a-
vec un colorant organique. L’étude anatomopathologique
peut se focaliser peut-étre plus précisément sur les zones
fluorescentes, sites privilégiés de localisation des cellules
cancéreuses.

Cependant, beaucoup de travaux restent a faire avant une
utilisation de maniére routiniere. Notamment, le développe-
ment de QDs avec des propriétés plus spécifiques, a savoir
un lymphotropisme accru, une plus faible toxicité, une émis-
sion de fluorescence encore plus intense dans le proche
infrarouge.

QD et détection de la tumeur primitive
et de ses métastases

Lorsqu’une cellule normale se transforme en cellule cancé-
reuse, son profil d’expression protéique change radicale-
ment. Certaines protéines (antigenes) sont exprimées a la sur-
face des cellules cancéreuses, comme par exemple MUCI
(CD227) qui est surexprimée dans 90 % des cancers mam-
maires humains [17] ou l’antigene prostatique membranaire
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spécifique (PSMA). Ces antigenes fortement exprimés ne sont
pas toujours nécessaires a la prolifération tumorale, mais
peuvent étre utilisés comme cible thérapeutique. Pour I'ima-
gerie des tumeurs, ces antigenes servent de cibles ou de mar-
queurs pour le diagnostic. La reconnaissance de la tumeur
primitive et I'identification de métastases régionales ou a dis-
tances sont possibles avec des QDs conjugués a des anti-
corps spécifiques de ces antigenes. Gao et al. ont utilisé des
anticorps anti-PSMA couplés a des QDs CdSe pour marquer
des tumeurs prostatiques [18]. Ces QDs étaient injectés par
voie intraveineuse a des souris nudes porteuses de tumeurs
prostatiques xénogreffées. Apres 2 heures de circulation, ces
QDs conjugués étaient localisés sur la tumeur [18].

Pour passer du stade de la recherche sur le petit animal au
stade de la clinique, la recherche sur les QDs doit concen-
trer ses efforts a mettre en évidence les petites tumeurs non
détectables par les méthodes d’imagerie conventionnelle, a
la fois pour la tumeur primitive et les métastases, comme les
micrométastases des ganglions sentinelles. Au-dela du sys-
teme lymphatique, I'utilisation de QDs conjugués permettra
d’identifier les micrométastases dans les organes solides.
Cela permettra d’améliorer le staging peropératoire et
d’adapter la chirurgie [19].

Perspectives et avenirs :
QDs et marges chirurgicales ?

L'utilisation de nanoparticules comme aide a la chirurgie a
été rapportée seulement en neurochirurgie [20]. La délimita-
tion entre tumeur et tissu sain est difficile, car souvent la
texture ou la couleur est identique. Les nanoparticules
utilisées sont composées d'oxyde de fer et servent en pré-
opératoire pour I'imagerie IRM. Vingt-quatre heures apres
injection, ces nanoparticules enrobées de dextran se
concentrent dix fois plus dans la tumeur que dans le tissu
sain péritumoral [21]. En peropératoire, le contraste est suf-
fisant pour pouvoir réséquer les gliomes en passant en zone
saine tout en épargnant les tissus sains [22-24]. Un
deuxieme type de nanoparticules composées d’oxyde de
fer et de polyacrylamide ont la particularité de se fixer a la
périphérie de la tumeur, au niveau des cellules réactives
comme les macrophages et les astrocytes [25]. Dans une
autre étude, la clorotoxine, peptide ciblant le gliome, était
attachée aux nanoparticules. Ces nanoparticules permet-
taient de réaliser I'imagerie préopératoire dans les gliosarco-
mes, de guider le geste de résection et de valider I'exérese in
sano en postopératoire grace a leur longue durée de vie
[23]. Les nanorods (nanoparticules en forme de batonnets)
d’or sont aussi une alternative a I'imagerie peropératoire.
Ce sont des particules biocompatibles, faciles a synthétiser,
peu toxiques et résistantes au photoblanchiment [26].
L'utilisation des QDs comme marqueur des marges chirurgi-
cales est une technique en devenir. L'utilisation de QDs
couplés a des antigenes spécifiques de la tumeur permettra
de visualiser la tumeur et ses micrométastases au pourtour
de la tumeur primitive. Toutefois, plusieurs verrous techno-
logiques doivent étre levés avant de pouvoir passer en cli-
nique humaine :

— la toxicité potentielle des QDs est due aux métaux lourds
composant leur noyau. Les QDs ne sont pas toxiques tant
que leur enveloppe de polymere reste stable [2, 27, 28].
Toutefois, des études toxicologiques et pharmacodynami-
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ques sont nécessaires pour déterminer ce que deviennent a
long terme les QDs injectés chez un animal. Sont-ils rapide-
ment éliminés ou sont-ils stockés dans certains organes ou
tissus ? L'autre voie de recherche est la mise au point de
QDs sans métaux lourds, avec par exemple un cceur consti-
tué de phosphate d’indium (InP) ;

— le ciblage spécifique des QDs nécessitera d’avoir acces a
la tumeur primitive afin de déterminer quels sont les antige-
nes spécifiques de cette tumeur, pour pouvoir ensuite fixer
des anticorps correspondants sur les QDs ;

— I'imagerie peropératoire doit étre portable et facilement
utilisable. Fluoptics, start-up grenobloise issue du CEA-Léti,
a développé un appareil portatif, le Fluobeam [29, 30].
Le Fluobeam (figure 3) permet de réaliser des mesures de
fluorescence en proche infrarouge avec une excitation a
690 nm et une lecture des longueurs d’ondes supérieures a
750 nm. Ce systeme est optimisé pour des fluorochromes
organiques ayant un maximum d’émission a 750 nm. Un
systtme de filtrage approprié des sources de lumieres
ambiantes permet de travailler avec Fluobeam dans un envi-
ronnement trés éclairé, comme un champ opératoire, sans
qu'il soit nécessaire d’étre dans |'obscurité. Cette fonction-
nalité permet de vérifier en temps réel les zones de fluores-
cence lors de I'exérése chirurgicale. Cette caméra est cou-
plée a un tomographe optique. Cet instrument permet, en
effet, de reconstruire en 3D les zones de fluorescence a par-
tir d’images prises sous différents angles et éclairages.

Figure 3. Sonde Fluobeam (Fluoptics) : instrument d'imagerie
pour la chirurgie fonctionnant sur la base d'un systeme d’op-
tique de fluorescence.

1152

76

Conclusion

Le développement rapide des QDs a permis |'émergence de
nouvelles technologies en médecine. Premierement, |’enca-
psulation des QDs dans des polymeres hydrosolubles ou au
coeur de micelles de phospholipides a permis leur utilisation
en milieu aqueux. Deuxiemement, les QDs sont relative-
ment inertes et stables a court terme. Troisiemement, la
conjugaison de ces QDs avec des biomolécules rend pos-
sible la détection des tumeurs et de leurs micrométastases.
Mais il reste a augmenter la sensibilité, la spécificité et a
minimiser la toxicité avant de pouvoir utiliser les QDs en
pratique clinique, comme pour l'étude peropératoire des
marges d’exérése. W
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. Résumé

De nombreuses équipes ont utilisé les QDs pourétaction et la localisation des
ganglions lymphatiques suite a une injection iw.sac. chez le rongeur (rats et souris) et le
cochon. Cependant, aucune équipe n’a réalisé diétadiodistribution des QDs suite a leur
administration s.c. pour cette application médicAlesi, notre équipe est la premiere a avoir
etudié la distribution tissulaire de QDs émettamglle rouge suite a leur injection s.c. chez la

souris, dans le but de localiser le ganglion axdléGA).

Vingt picomoles de QDs (CdSe/zZnS, cceur/coque) cawime, fonctionnalisés avec
des groupements carboxyles et émettant a 655 nrétémmjectés en s.c. chez la souris nude
dans la partie supérieure de la patte antériemieedtes animaux ont été sacrifiés a 5, 15, 30,
60 min et 24 h aprés administration des QDs.

La cinétique d’accumulation des QDs dans le GA Hatéaal a été suivien vivo par
spectrofluorimétrie fibrée jusqu'a 24 h, suite e uncision de la peau au niveau du GA
(méthode mini-invasive). Les QDs ont été détectissSImin post-injection dans le GA avec
un maximum d’émission de fluorescence mesuré a BOanune baisse de fluorescence
observée ensuite a 24 h.

Ces résultats ont été corrobogdsvivosuite a I'extraction chimique des QDs présents
dans le GA, dont la concentration a été évaluéespectrométrie de fluorescence. En effet,
les QDs ont été retrouvés dans le ganglion dés B amec un maximum a 60 min
correspondant a une concentration de 209 + 75 gmebit 2,42 % DI. Les QDs ont
egalement été dosés dans différents organes aieseglasma, les urines et les féces pendant
toute la période d’expérimentation. Les résultaté montré que les QDs n’étaient pas
détectés dans ces autres organes, ainsi que dalasrea et les excrétions.

La réalisation de coupes congelées sur les orgpraeveés avec observation au
microscope de fluorescence ont confirmé ces résultm effet, seules les coupes de GA ont

présenté de la fluorescence rouge, indiquant lsepee de QDs. Ces coupes ont également
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permis de localiser les QDs au sein du GA. Les @@agent présents dans tout le ganglion

mais s'accumulaient de facon préférentielle darcsipssule et la medulla du ganglion.

Ainsi, il a été démontré que ces QDs permettagmidualisation du GA homolatéral
in vivo apres injection s.c. d'une faible quantité de B8 pmol) par spectrofluorimétrie
fibrée. De plus, les QDs ont été rapidement campaéde ganglion (dés 5 min apres injection)
et y sont restés piégés pendant 24 h. Cette taghmuni-invasive associée a I'extraction
chimique et la microscopie de fluorescence des Qbispermis de mettre en évidence

'accumulation rapide et sélective des QDs darGAe
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Abstract

Background: Breast cancer is the first cause of cancer death among women and its incidence
doubled in the last two decades. Several approaches for the treatment of these cancers have been
developed. The axillary lymph node dissection (ALND) leads to numerous morbidity complications
and is now advantageously replaced by the dissection and the biopsy of the sentinel lymph node.
Although this approach has strong advantages, it has its own limitations which are manipulation of
radioactive products and possible anaphylactic reactions to the dye. As recently proposed, these
limitations could in principle be by-passed if semiconductor nanoparticles (quantum dots or QDs)
were used as fluorescent contrast agents for the in vivo imaging of SLN. QDs are fluorescent
nanoparticles with unique optical properties like strong resistance to photobleaching, size
dependent emission wavelength, large molar extinction coefficient, and good quantum yield.

Methods: CdSe/ZnS core/shell QDs emitting around 655 nm were used in our studies. 20 pL of
I uM (20 pmol) QDs solution were injected subcutaneously in the anterior paw of healthy nude
mice and the axillary lymph node (ALN) was identified visually after injection of a blue dye. In vivo
fluorescence spectroscopy was performed on ALN before the mice were sacrificed at 5, 15, 30, 60
min and 24 h after QDs injection. ALN and all other organs were removed, cryosectioned and
observed in fluorescence microscopy. The organs were then chemically made soluble to extract
QDs. Plasmatic, urinary and fecal fluorescence levels were measured.

Results: QDs were detected in ALN as soon as 5 min and up to 24 h after the injection. The
maximum amount of QDs in the ALN was detected 60 min after the injection and corresponds to
2.42% of the injected dose. Most of the injected QDs remained at the injection site. No QDs were
detected in other tissues, plasma, urine and feces.

Conclusion: Effective and rapid (few minutes) detection of sentinel lymph node using fluorescent
imaging of quantum dots was demonstrated. This work was done using very low doses of injected
QDs and the detection was done using a minimally invasive method.
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Background

Breast cancer is the first cause of cancer death with a 100%
rising in incidence from 1980 to 2000 and 35% growth in
mortality [1]. Axillary lymph node dissection (ALND) is
the standard surgical treatment in breast cancer patients.
It consists in whole lymphatic axillary chain removal with
the aim to reveal presence of metastases by histology anal-
yses. However, this procedure leads to numerous morbid-
ity problems such as pain, lymphocel, restriction of arm
motion, chronic lymphedema, paresthesia, and, as a con-
sequence, deterioration of life quality. For these reasons,
an alternative treatment consisting in the sentinel lymph
node (SLN) biopsy has been met with enthusiasm by cli-
nicians. The SLN is the first node in the lymphatic basin
into which drains the primary tumour [2]. As a result, axil-
lary lymph node status is the most important prognostic
factor and a determinant in the choice of therapy [3]. SLN
biopsy consists in 2mTc-radiolabeled sulfur colloid injec-
tion the day before surgery in peritumoral or periareolar
area [4] followed by lymphoscintigraphy to identify radi-
oactive lymph node(s). During the surgery, a blue dye is
injected in the same way and SLN is thus identified as blue
and hot lymph node, one of these criterions only is not
sufficient for a successful SLN identification [5]. Despite
the significant improvement of SLN biopsy over ALDN,
the problems related to potential radiation hazards along
with an extra cost of the radioisotope, to allergic reactions
after blue dye injection and the overall procedure dura-
tion are limiting factors for this technique [6]. The ideal
method should be sensitive, accurate, rapid, non invasive,
non radioactive, and potentially usable in a laparoscopic
setting for gastrointestinal tumors [7]. None of the current
methods fulfills all of these criteria. Lymphatic mapping
with blue dye results in a high rate of false-positive nodes
because the small dye particles can readily diffuse through
the true SLN and traverse multiple nodes [8]. Addition-
ally, blue dye has poor tissue contrast and is difficult to
detect in deep, dark anatomical regions such as the abdo-
men. Although the use of radioisotope tracers has
improved the detection rate and accuracy of SLN map-
ping, the high radioactivity of the primary injection site
can interfere with intraoperative in vivo detection of
nearby nodes [3]. Additionally, if radioisotopes are
injected during surgery, the time period required for the
tracer to migrate to the SLN may delay the operative pro-
cedure. Conversely, preoperative injection of the radiocol-
loid tracer often necessitates anywhere from 2 to 16 hours
before surgery. This is difficult, if not impossible, to
accomplish and is applicable only in endoscopically
accessible regions of the colon and stomach [7].

Quantum dots (QDs) are fluorescent inorganic nanome-
ter sized crystals with remarkable unique optical and elec-
tronic properties. They are composed of a fluorescent core
of semiconductor heavy metals. In order to limit their
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potentially toxic effects due to the release of Cd2?+ or Se2-
ions in case of oxidation of the core (by ultraviolet (UV)
light or oxygen) and to passivate the defects on its surface,
this core is encapsulated in a shell of organic material,
polymeric or lipid-based layers then coat the shell. They
have a good quantum yield and absorption cross-section
such that single QD fluorescence imaging is possible in
cells. QDs have been already applied to visualize SLN in
gastrointestinal tract [7], pleural space [9], lung area [10],
oesophageal area [11], skin [12] and axilla [13] using
infrared light. Recently, red and infra-red emitting QDs
were imaged in inguinal and axillary lymph nodes in
tumor bearing mice already 3 min after local injection
[14]. Major difficulty in using QDs in vivo is their
unknown potential toxicity. However, it has been demon-
strated that the injection of 2.10° QDs/cell in xenopus
embryos unaltered their phenotype and health [15] and
that QDs triggered apoptosis via reactive oxygen species
(ROS) production only when they are not coated with
ZnS [16,17]. QDs toxicity study is ultimately related to the
investigation of their biodistribution in pre-clinical mod-
els. Currently, only few detailed works on QDs biodistri-
bution in rodents have been realized [18-20].

The primary objective of this work was to detect and quan-
tify at different times after the injection the selective accu-
mulation of carboxyl coated QDs in axillary draining
lymph nodes. Secondly, we assessed the biodistribution
of QDs in different tissues by fluorescence microscopy
and chemical extraction procedures. The rationale for the
choice of carboxyl coating was based on the observation
that negative charge confine to QDs certain selectivity to
reticuloendothelial system (RES) [21] along with the
excellent retention in lymph nodes [22]. Red emitting 655
nm QDs were considered in this study because of their
better fluorescence quantum yield compared to that of IR
QDs (fluorescence quantum yield) allowing better quan-
tification with regard to detection level of spectroscopic
tools.

Methods

Animals

Eight to twelve weeks old female athymic Fox nude mice
(Hsd:Athymic Nude-Foxnlnu) (Harlan, Gannat, France)
weighing from 15 to 25 g were used in these experiments.
Mice were kept in 12 h light/dark cycle and had access to
food and water ad libitum until 24 h before the experimen-
tation. Starvation was performed 24 h before manipula-
tion because of possible food fluorescence interference at
the emission wavelength of the QDs. Animal procedures
were performed in compliance with institutional and
national guidelines. Six groups of animals, each com-
posed of 5 mice, were used for lymphotropism and bio-
distribution studies: one control group who received only
phosphate buffer saline (PBS), and five experimental
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groups injected with QDs. All experiments were per-
formed under anesthetic using intraperitoneal injection of
0.01 mL/g of body weight of a solution containing 8 mg/
mL ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougeres, France)
and 0.8 mg/mL xylazine (Rompun® Bayer Pharma,
Puteaux, France).

Quantum Dots and administration

Quantum Dots (QDs) with a maximum emission peaks at
655 nm were purchased from Quantum Dot Corporation
(Qdot® 655 ITK™ carboxyl). These QDs are described by
the manufacturer as CdSe/ZnS core/shell nanoparticles
coated with a polymer having an excess of carboxylic acid
groups. Their characteristics include : 16 nm diameter,
94% size monodispersity, extinction coefficient of
800.000 M1 cm! at 638 nm, and a fluorescence quantum
yield of 80% with a full width at half maximum of 28 nm.
Twenty uL of a 1 uM (20 pmol) QDs solution was injected
subcutaneously in the distal part of the right anterior paw,
together with 20 pL of 1% patent V blue 2.5%" (Guerbet,
Roissy CdG, France) as reference method. The paw was
kneaded to allow migration of QDs and blue dye. Mice
were sacrificed at 5, 15, 30, 60 min and 24 h after injection
by cervical dislocation.

In vivo fluorescence spectroscopy

In situ quantification of fluorescence was carried out using
laser-induced fluorescence (LIF) as described previously
[23]. Two optical fibers were held in direct contact with
the axillary lymph node (ALN). One fiber was coupled to
a krypton laser (410 nm) to ensure excitation. The second
fiber was coupled to a spectrograph (USB2000, Ocean
Optics, Dunedin, FL, USA) and a CCD captor transferred
to a PC for a fluorescence spectrum acquisition. The fluo-
rescence of the rhodamine B (1 uM in water) was used for
the calibration of the excitation light intensity. Fluores-
cence measurements were performed at three different
sites: on the skin away from injection site (belly skin), on
the LN through the skin and after skin removal in vivo. The
measurements were performed at 5, 15, 30, 60 min and
24 h after QDs injection. Measurements in control group
were performed at 24 h after PBS injection.

Fluorescence microscopy

After sacrifice, ALN, bladder, belly skin, spleen, kidney,
heart, lung, brain, stomach, liver and intestine were
removed and frozen at -80°C. Six micron frozen sections
of all organs were prepared after embedding in Tissue Tek®
(Sakura Finetek, Torrance, CA, USA). Fluorescence was
observed under an upright epifluorescence microscope
(AX-70 Provis, Olympus, Rungis, France) equipped with a
100 W mercury vapor lamp and a Peltier cooled CCD
camera (DP50, Olympus). The filter set consisted of a
400-440 nm band pass excitation filter associated with a
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570 nm dichroic mirror and a 590 nm long pass filter. Flu-
orescence images were recorded using x 40 enlargement.

Quantitative determination of QDs

Organs were removed at time points indicated above,
weighed and made soluble in Solvable® (Perkin-Elmer,
Courtaboeuf, France). Solvable® was added proportion-
ally to organ weight (0.5 mL for a weight <50 mg, 1.0 mL
for a weight < 200 mg and 1.5 mL for a weight < 300 mg).
Organs were next incubated at 50°C until the samples
become soluble. A sample of each organ, except ALN and
bladder, was 40 times diluted in PBS and analyzed by
spectrofluorometry (Xenius, SAFAS, Monaco). An excita-
tion wavelength of 350 nm was used and the spectra were
collected between 600 and 690 nm. In a parallel set of
experiments, a calibration curve for each organ was estab-
lished while adding a known concentration of QDs to tis-
sue of interest and the fluorescence of the resulting
mixture was measured. Blood samples were collected
through cardiac puncture in heparinized and cooled tubes
5, 15, 30, 60 min and 24 h after QDs injection. Samples
were centrifuged at 3000xg for 10 min at 4°C. Plasma was
recovered, ten fold diluted and its fluorescence emission
under 450 nm excitation was measured using a spec-
trofluorometer  (PerkinElmer LS50B, Courtaboeuf,
France). Urine and feces were collected daily during 2
days. Urine was 10 fold diluted, feces were made soluble
by Solvable®at 50°C and the fluorescence of both samples
was measured by spectrofluorometry (PerkinElmer
LS50B, Courtaboeuf, France) using a 350 nm excitation
wavelength.

Statistical analyses

The non-parametric test of Kruskall-Wallis was employed
to establish statistical significance. Mann-Whitney's U test
was subsequently used to compare two by two the groups
for which Kruskall-Wallis test was significant. All analyses
were performed on StatView® 5.0 software (Abacus con-
cepts, Berkeley, CA, USA) and all results values were
expressed by mean + SEM (standard error of the mean), *
for P < 0.05 and ** for P < 0.01 compared to the control

group.

Results

Chemical extraction of QDs in axillary lymph node
Chemical extraction (Figure 1) of QDs in ALN revealed
the presence of 40 + 12 pmol/g tissue in the ALN already
5 min after injection with a maximum of 209 + 75 pmol/
g at 60 min after injection. Approximately a 4 fold fluores-
cence decrease was observed 24 h post-injection (47 + 8
pmol/g) (P = 0.0088 for all groups). The percentage of
migrated QDs (Table 1) has been derived from Figure 1 by
calculating the ratio between the quantity of QDs in ALN
and the quantity of QDs at the injection (20 pmol). The
amount of QDs that migrated to the lymph node 60 min
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Table |I: Percentage of QDs injected quantity detected in ALN by spectrofluorometry after chemical extraction.

5 min 15 min

30 min

60 min 24 h

0.47 £0.21% ** 0.27 £ 0.10% **

1.00 + 0.47% **

2.42 + 0.57% ** 1.24 £ 0.34% **

20 pmol were injected subcutaneously in the anterior paw of nude mice. After sacrifice at 5 min, I5 min, 30 min, 60 min and 24 h after injection,
ALN was removed, solubilized and the fluorescence of the solution was measured and is expressed as a percentage of the injected doze. Values
were expressed by mean * SEM, values marked with asterisk were significantly different from control (P < 0.01). QDs: Quantum Dots; ALN:

Axillary Lymph Node

after the injection corresponds to 2.42% of the total
injected dose.

Fluorescence microscopy experiments

Figure 2 displays typical transmission and fluorescence
images of lymph nodes frozen sections in control ALN 5
min post-injection. Compared to the background fluores-
cence, the QDs treated lymph nodes exhibited a distinct
fluorescence in the trabecular and medullar sinuses (Fig-
ure 2, panel D). It should be noted that QDs fluorescence
detected in other examined organs (brain, bladder,
spleen, kidneys, heart, lungs, liver and intestine) was not
different (data not shown) from the autofluorescence
observed in a control lymph node (Figure 2, panel B).

QDs biodistribution in organs

Mice were injected with QDs, sacrificed 24 h after injec-
tion, all organs were removed and subjected to chemical
extraction. Figure 3 exhibits typical fluorescence spectra of
ALN, liver, lungs, spleen and kidneys. Except for the ALN,
no fluorescence peak at 655 nm was detected in the sam-
ples. Similar results were found for all time points (5, 15,
30, 60 min and 24 h) and all other tested organs, namely
brain, bladder, heart, intestine and skin (data not shown).
In a parallel set of experiments we have computed the
detection limit of the QDs concentration for each organ
using the fluorescence calibration curve. The detection
limit ranges from 0.72 pmol of QDs per g of tissue for the
bladder to 4.2 pmol/g of tissue for the liver (Table 2). This
suggests that the QDs signal in each organ is below the

300

[QDs] (pmol/g)

250

200

150

100

50 | i
B

Control 5 min

Figure |

15 min

30 min 60 min

Concentration of QDs (pmol/g) detected in ALN. 20 pmol were injected subcutaneously in the distal part of the right

anterior paw of nude mice. Mice were sacrificed at 5, 15, 30, 60 min and 24 h after injection. Concentration of QDs (pmol/g)
was detected in ALN by spectrofluorometry after chemical extraction. Error bars represent SEM, values marked with asterisk
were significantly different from control (P < 0.01). ALN: Axillary Lymph Node; QDs: Quantum Dots.
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Figure 2

Transmission and fluorescence microscopy images of
ALN frozen sections. Nude mice were injected with 20
pmol of QDs or PBS (control) in the distal part of the right
anterior paw. Panels A, B: transmission and fluorescence
images of ALN control; Panels C, D: transmission and fluo-
rescence images of ALN 5 min after QDs injection (40 x
enlargement). ALN: Axillary Lymph Node; QDs: Quantum
Dots.

detection thresholds. Extraction of the QDs in the urine
and feces was also performed at 48 h post-injection and
no fluorescence was detected in the sample pointing out
that QDs were not excreted from the body.

Kinetic of QDs accumulation in lymph nodes by LIF

The in vivo kinetics of the QD accumulation in the lymph
nodes were studied using fluorescence measurements per-
formed on the animal with a optical fiber spectrofluorom-
eter. No significant fluorescence difference was found
concerning the skin aside from the injection point after
QDs administration, suggesting that QDs do not migrate
into the skin. While QDs emission in the ALN was not

http://www.biomedcentral.com/1471-2407/8/111

detected across the skin, a clear signal was evidenced after
incision of the skin and measurement on the ALN (called
ALN in vivo) (Figure 4) (P = 0.0209 for 5, 15, 30 min; P =
0.0339 for 60 min and P = 0.0143 for 24 h). A very strong
fluorescence signal was observed as early as 5 min post-
injection (1.79 + 0.97). In vivo measured animals exhib-
ited a persistent fluorescence till 60 min observation (3.78
+ 1.36). Except of 30 min time point, we observed a grad-
ual increase in fluorescence till 60 min. This time point
(30 min) is likely suffered from a complexity of optical
measurements. A considerable fluorescence decrease was
observed at 24 h post-injection (1.40 + 0.46). Measure-
ments performed at the injection site showed very high
intensity peak (ca. 4000 a.u.) with no marked difference
in intensity during observation time, till 24 h (data not
shown). This suggested that the majority of the injected
quantity remained at the injection site.

Discussion

In vivo biodistribution studies of QDs are sparse and deal
mostly with intravenously (IV) injected QDs. The general
consensus is that QDs distribution depends on their phys-
icochemical properties and in particular, size and coating.
Tracer particle size has an important effect on migration
time in SLN mapping. Particles < 5 nm diffuse into blood,
those between 5 to 10 nm can migrate through nodal tis-
sue and result in false-positive results, and those > 1000
nm largely remain at the injection site. Consequently, we
choose QDs with a diameter of 16 nm, since a size range
between 15 and 20 nm is optimal to enable the QDs to
travel through the lymph channels and be trapped by SLN
[9,12]. Concerning coating, we choose carboxyl coated
QDs. The carboxyl groups present the property to be neg-
atively charged and therefore display rapid uptake in lym-
phatics and excellent retention in lymph nodes
[12,21,24].

To our knowledge, a single biodistribution study was car-
ried out after non-IV administration of QDs. Gopee et al.
[19] investigated the distribution in healthy mice of 48
pmol intradermally (ID) injected QDs with a diameter of
37 nm and PEG coating. The authors did not find any
QDs in lymph nodes until 12 h after injection, whereas we
could detect them already 5 minutes following the injec-
tion (Figure 1). An early detection (3 min) of QDs
traveling toward inguinal nodes was observed after intra-
tumoral injection of red emitting QDs at concentrations
similar to ours [14]. However this observation was not fol-

Table 2: Detection limit of QDs (pmol/g) in each organ after chemical extraction.

Tissue ALN Liver Kidneys Spleen Lungs Heart Intestine Brain Bladder Skin
Detection limit (pmol/g) 2.49 4.20 2.20 2.76 2.78 3.98 2.67 2.69 0.72 1.77
QDs: Quantum Dots; ALN: Axillary Lymph Node
Page 5 of 9

85

(page number not for citation purposes)


e.pic
Droite 


Chapitre I : Localisation du ganglion axillaire au moyen de quantum dots et étude de biodistribution par

spectrofluorimétrie

BMC Cancer 2008, 8:111

100
——ALN

1 ——Liver

——Lungs
Spleen
Kidneys

Normalised fluorescence intensity

http://www.biomedcentral.com/1471-2407/8/111

630

640

650 660

Emission wavelength (nm)

Figure 3

Normalised fluorescence emission spectra of organs extracts. ALN, spleen, kidneys, lungs, liver were chemically solu-
bilised 24 h after subcutaneous injection of 20 pmol of QDs. Fluorescence spectra of the extracts were then recorded. Error
bars represent SEM. ALN: Axillary Lymph Node; QDs: Quantum Dots.

lowed by biodistribution investigations. QDs Fluores-
cence increases with time to reach a maximum at 60 min
after the injection. The calculated percentages of the
injected dose (2.42% at 60 min and 1.24% at 24 h) (Table
1) were comparable with those of Kim et al. [13] and
Gopee et al. [19] who found 2-4% and 1.07% respectively
in the SLN. We observed a 4 fold decrease of QDs concen-
tration in ALN from 60 min to 24 h post-injection (Figure
1). We also noted a strong fluorescence of QDs at the
injection site. This observation is consistent with the study
of Gopee and co-workers [19] who found 60% of cad-
mium retention at the injection site. We further under-
took the study of the biodistribution of QDs in the organs.
No fluorescence peak was observed after chemical extrac-
tion of Qdot® 655 ITK™ carboxyl in liver, kidneys, spleen,
lungs, heart, intestine, brain, bladder, and skin (Figure 3).
This points out that we are below the calculated concen-
tration limit (Table 2), even if the latter is as low as around
2.5 pmol/g of tissue. The lower detection threshold
observed for pigmented organs such as liver and heart was
expected (Table 2) since the fluorescence detection
method employed in our study is very sensitive to the
absorption properties of the sample. In contrast to our
results, the previous QDs biodistribution studies all evi-
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denced the presence of QDs in the liver and also to a
minor extent in spleen and kidneys [18,19]. The plausible
explanation could be provided by the difference in the site
of injection. Gopee et al. [19] injected QDs ID in the dor-
sal flank and found 24 h after injection 6.40% of the ini-
tial dose in liver and a small amount in kidneys (0.51%)
and spleen (0.18%). We have administrated QDs subcu-
taneously in the paw. ID injection of QDs in the flank
drains differently from the SC injected QDs [25] because
of the anatomical differences in lymphatic network of the
two regions. Likewise, when intradermal injection is per-
formed on the back, direct lymphatic drainage to retro-
peritoneal and paravertebral nodes can occur before the
injected product is distributed throughout the body [26].
When injection is performed in the paw, the first lymph
node that receives direct lymphatic drainage is always in
the axillary area. QDs are unlikely to be excreted from the
body, neither by urine nor by feces in the time span of 48
h. This observation is in agreement with previous work
[18] demonstrating the absence of QDs in urine and feces
during ten days. Theses results are explained by the dra-
matic reduction of renal filtration for QDs with a hydro-
dynamic diameter higher than 3.5 nm and with negative
charges [27]. Taken as a whole, the decline in QDs con-
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Figure 4

ALN with skin

ALN in vivo

Normalised 655 nm fluorescence intensity detected by LIF with optical fiber spectrofluorometer. 20 pmol of
QDs or PBS (control mice) were injected subcutaneously in the distal part of the anterior paw of a nude mice. Kinetics of LIF
measurements were done on skin after QDs injection, ALN with skin and in vivo for control, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min and
24 h. Error bars represent SEM, values marked with asterisk were significantly different from control (* for P < 0.05). QDs:
Quantum Dots; LIF: Laser-Induced Fluorescence; ALN: Axillary Lymph Node.

centration 24 h post-injection could not be attributed to
the elimination and/or migration of QDs to different
organs. Assuming very strong retention in SLN, we
hypothesize that QDs may diffuse in the second lymph
node of the chain. This supposition is consistent with the
fluorescence distribution pattern of QDs in SLN (Figure
2). Indeed QDs fluorescence is extended till medulla
sinus, thus rending possible the migration to the distal
lymph node through the lymph channels. The interaction
of QDs with serum should also be addressed. We did not
perform studies on the interaction of carboxyl QDs with
serum proteins, however, as it was shown recently anionic
or cationic charged QDs were associated with an increase
of the hydrodynamic diameter after incubation with
serum [20]. Moreover, the intensity of fluorescence of
QDs increases in the presence of BSA [28] or hemoglobin
[29].

Spectrofluorometry using an optical fiber is a non-inva-
sive procedure for the detection of fluorescent tracers. The
results of our study demonstrate that despite the incapac-
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ity to detect QDs directly through the skin, LIF measure-
ments allow the detection of QDs in ALN after skin
incision with a profile similar to chemical extraction (Fig-
ure 4). However, non-invasive measurements are fre-
quently suffering from significant variations of
measurements, related to light diffusion and scattering.
Further, actually, our work is a preliminary step to use of
NIR emitting QDs which we expect the detection of QDs
through the skin without any incision. In the future, the
non-invasive measurements could be achieved by modu-
lating an excitation wavelength and using NIR emitting
QDs. The excitation wavelength in our study was set to
410 nm. Using an excitation at larger wavelengths should
result in less skin absorption and scattering, and should
make deep tissue imaging possible. Detection of QDs
with optical fiber spectroscopy opens perspectives for the
utilization of this technique in operation theatre, since it
can provide a rapid and reliable QDs detection immedi-
ately after SLN excision. A limitation to the clinical use of
QDs for SLN mapping is their potential toxicity [30].
However, because most of the injected dose is eliminated
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by removal of the injection site and nodal tissue, the even-
tual toxicity may be negligible. Furthermore, to avoid tox-
icity caused by biodegradation of QDs and exposition of
core metal ions, QDs with non-heavy metal cores (such as
indium) would be developed along with ameliorations of
surface chemistry [31].

Conclusion

In this study we demonstrated that 655 nm emitting QDs
with carboxyl coating allow the visualization of axillary
draining lymph node (ALN) after subcutaneous injection
of a very weak quantity of QDs (20 pmol). Unlike other
tracers, QDs rapidly localize to and remain trapped in the
SLN. A strong fluorescence signal is obtained within a few
minutes lasting at least 24 h as measured with optical fiber
spectrofluorometry, a minimally invasive technique
allowing rapid pre-operative complete procedure. Fluo-
rescence microscopy and chemical extraction confirmed
highly selective QDs accumulation in the ALN corre-
sponding to 2.42% of the injected dose at 60 min after the
injection; the major part remaining at injection site. This
rapid and selective accumulation of QDs in ALN together
with the eventual non-invasive fluorescence detection
offers an exciting opportunity to track lymphatic flow in
real time and guide their nodal dissection after one simple
intraoperative injection.

List of abbreviations

au: arbitrary unit; ALN: Axillary Lymph Node; ALND: Axil-
lary Lymph Node Dissection; ICP-AES: Inductive Coupled
Plasma Atomic Emission Spectroscopy; ID: Intradermally;
IR: Infra-Red; IV: Intravenously; LIF: Laser-Induced Fluo-
rescence; MUA: Mercaptoundecanoic acid; NIR: Near-
infrared; PBS: Phosphate Buffer Saline; QD: Quantum
Dots; RES: Reticuloendothelial System; ROS: Reactive
Oxygen Species; SC: Subcutaneously; SEM: Standard Error
of the Mean; SLN: Sentinel Lymph Node; UV: Ultra-Violet.
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. Résumé

Suite a I'étude de biodistribution réalisée au nmogle QDs émettant dans le rouge, il
a été montré que ces QDs ne permettaient pas detetéle GA a travers la peau des souris
vivantes, une incision étant nécessaire pour r#icdei signal de fluorescence émis par les
QDs. Ainsi, pour s’affranchir de cet inconvéniethts QDs émettant dans le proche PIR ont

ete utilisés pour permettre une détection plusgodé dans les tissus.

Ce travail avait pour objectif d’évaluer et de cargy la biodistribution de ces QDs
par 2 techniques de détection chez la souris balbfcvivo par imagerie de fluorescence,
technique non-invasive eix vivo par ICP-MS, méthode de référence pour le dosage de

éléments.

Les QDs utilisés émettant a 800 nm, étaient congpadeddTeSe/CdZnS, cceur/coque,
encapsulés dans une micelle de PEG2000 dont 3ai#neterminés avec des groupements
carboxyles. Ces QDs ont été synthétisés par I'équip Dr. Dubertret, attachée au
Laboratoire Photons et Matiere (ESPCI, CNRS UPRRdrjs, France). Vingt picomoles de
QDs ont été injectées en s.c. dans la partie supérde la patte antérieure droite des souris,
le signal de fluorescence au niveau des GA et degligns thoraciques latéraux (GTL) a été
suivi in vivo par imagerie de fluorescence sur une période d@u@. Les animaux ont
ensuite été sacrifiés et les différents organeftintmagéx vivoa 10 jours. Une étude de
biodistribution a également été réalisée ; 9 cjjués ont été étudiées allant de 5 min a 10
jours apres administration des QDs. Les principangnes, le sang, les urines et féces ont été
collectés et le dosage du Cd (composant majeuQ@s3 par ICP-MS a été effectué.

Les QDs ont été détectés dans les GA et les GTitsdites 5 min et jusqu’a 10 jours
apres injection, par imagerie de fluorescence &-MS. La cinétigue d’accumulation des
QDs dans les 2 ganglions droits était similaire lpar2 techniques de détection, avec des
coefficients de corrélation entre les 2 techniqle®,89 (p < 0,01) et de 0,81 (p < 0.01) pour
le GA et le GTL, respectivement. La dose maximaleQ®s dans les ganglions droits a été

90



Chapitre Il : Localisation des ganglions régionaax moyen de quantum dots par imagerie de fluorescet
étude de biodistribution par spectrométrie de masse

observée 4 h apres injection et correspondait @ %31 pour le GA et 1,04 % DI pour le
GTL. Cependant, il a été observé que dés 24 h amextion des QDs, les GA et les GTL
étaient inflammatoires, jusqu’'a atteindre 3 a 4sféé poids des ganglions contrdles,
témoignant d’'une réaction immunitaire aigué enlesQDs tels que préparés.

Les QDs ont aussi été retrouvées dans les orgameseesont accumulés
préférentiellement dans le foie, la rate et leag@ivec des doses de 15,4 % DI, 1,4 % DI et
1,1 % DI, respectivement, 10 jours post-injectioes QDs ont également été détectés dans le
sang a toutes les cinétiques mais n'ont pas éw@nés de I'organisme sur la période de

I'étude.

Le profil d’accumulation des QDs dans ces 2 ganglitymphatiques étant similaire
par les 2 techniques de détection employées. L'amagde fluorescence, méthode non-
invasive peut donc étre utilisée pour suivre l'analation des QDs dans les ganglions

régionaux, et ainsi, diminuer le nombre d’animauxibser.
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ll. “Fluorescence imaging and whole-body biodistrilution of near-
infrared emitting quantum dots after subcutaneous mjection for

regional lymph node mapping in healthy mice.”

Pic E., Pons T., Bezdetnaya L., Leroux A., GuilleminBubertret B., Marchal F.

Mol Imaging Biol. Article sous presse.

92



Chapitre Il : Localisation des ganglions régionaax moyen de quantum dots par imagerie de fluorescet
étude de biodistribution par spectrométrie de masse

Fluorescence Imaging and Whole-Body Biodistributionof Near-Infrared
Emitting Quantum Dots after Subcutaneous Injectionfor Regional Lymph

Node Mapping in Mice.

Emilie Pic! Thomas Pon$ Lina Bezdetnaya,Agnés Leroux, Francois Guillemirt, Benoit

Dubertret Frédéric Marchal

Centre de Recherche en Automatique de Nancy - Nanoyersity - CNRS - Centre Alexis
Vautrin, avenue de Bourgogne, 54511 VandoeuvréNiscy Cedex, France

’Laboratoire Photons et Matiére, CNRS UPRA0005, BSPCrue Vauquelin, 75005 Paris,
France

3Department of Pathology, Centre Alexis Vautrin, e de Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-

les-Nancy Cedex, France

Correspondence to:
Frédéric Marchal
Centre Alexis Vautrin, avenue de Bourgogne, 545afhdoeuvre-lés-Nancy Cedex, France

e-mail:f.marchal@nancy.fnclcc:fitel +33 3 83 59 83 06; fax +33 3 83 59 83 79

Shortened title: NIR-QDs for lymph node mapping

Manuscript category and significance: The present “research article” addresses near-
infrared emitting quantum dots detection by flugexe imaging as a non-invasive and
reliable method for identification of regional lyimmodes for their eventual use in breast

tumour patients.

93



Chapitre Il : Localisation des ganglions régionaax moyen de quantum dots par imagerie de fluorescet
étude de biodistribution par spectrométrie de masse

Abstract

Purpose: This study compares fluorescence imaging to masstoscopy (ICP-MS) for
detection of quantum dots (QDs) in sentinel lympke(LN) mapping of breast cancer.
ProceduresWe study the accumulation of near-infrared engt{Ds into regional LNs and
their whole-body biodistribution in mice after sulb@neous injection, usingn vivo
fluorescence imaging arek vivoelemental analysis by ICP-MS.

Results:We show that the QDs accumulation in regional lisNdetectable by fluorescence
imaging as early as 5 min post-delivery. Their @mation reaches a maximum at 4 h then
decreases over a ten-day observation period. Tdasaeare confirmed by ICP-MS. The QDs
uptake in other organs, assessed by ICP-MS, iresesdisadily over time, however its overall
level remains rather low.

Conclusions:Fluorescence imaging can be used as a non-invaiemative to ICP-MS to

follow the QDs accumulation kinetics into regiohals.

Key words: quantum dots, lymph nodes, near-infrared fluoreseeimaging, mass

spectroscopy, biodistribution

94



Chapitre Il : Localisation des ganglions régionaax moyen de quantum dots par imagerie de fluorescet
étude de biodistribution par spectrométrie de masse

Introduction

Axillary lymph node (ALN) status is the most impamt prognostic factor in patients
with breast cancer and a determinant predictoresuinrence and survival [1, 2]. Until
recently, the standard surgical treatment in breaster was axillary lymph node dissection
(ALND), which consists in whole lymphatic axillaghain removal, but lead to numerous
postoperative morbidity, deteriorating the qualtylife. For these reasons, sentinel lymph
node biopsy (SLNB) has become the new standardadeihstaging breast cancer patients
[3]. The sentinel lymph node (SLN) is the first itpl step of lymphatic drainage and
metastasis of the primary tumour [1, 4]. SLNB allotw identify sentinel ALN and involves
the use of technetium sulfur colloid and isosultdue dye in the USA, and technetium-
labelled albumin and patent blue dye in EU coustriéhe combined use of radiocolloid and
blue dye increases recognition of the SLNs [2,TBe day before surgery, the radiocolloid is
injected, many routes of injection being used (peroral, intratumoral, subcutaneous,
intradermal or subareolar), followed by mammary amdlary lymphoscintigraphy between
30 min and 4 h post-administration. During the suyga mean volume of 3-4 mL of blue
dye is delivered by the same way and SLNs areiftehas blue and hot lymph nodes (LNSs)
[6, 7]. Despite the significant improvement of SLBer ALDN, the problems related to an
extra cost of the radioisotope, to allergic readi@nd in a few cases anaphylactic shocks
after radiocolloid or blue dye injection and theemll procedure duration are limiting factors
for this technique [8-11]. Moreover, lymphatic magpwith blue dye results in a high rate of
false-positive nodes because the small dye moleatda readily diffuse through the true
SLN and traverse multiple nodes [12]. Additionaliyyue dye has poor tissue contrast and is
difficult to detect in deep, dark anatomical reg@uch as the abdomen. Although the use of

radioisotope tracers has improved the detectiamaatl accuracy of SLN mapping, the high
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radioactivity of the primary injection site canenfere with intraoperativm vivo detection of
nearby nodes [1].

Near infrared (NIR) fluorescence imaging appeara psomising alternative for SLN
mapping due to its flexibility, non-invasive proced, high temporal resolution and low cost.
In particular, semiconductor quantum dots (QDs)mmmising candidates for NIR imaging
probes for this application thanks to their unigusical and physical properties, namely
optimal physical size, high fluorescent quantunidyiéarge molar extinction coefficient and
particularly high resistance to photobleaching 1B3; that alleviates many of the common
organic dye limitations. QDs are composed of a nater-scale fluorescent semiconductor
core such as the most common CdSe or CdTe. Thess can be overcoated with a first
inorganic shell (eg. ZnS) to improve their photolnescence quantum yields and limit their
potential toxicity due to the release of toxic cheavy metal ions [16, 17]. These core-shell
QDs are solubilised in water by cap-exchange wifipraepriate surface ligands or
encapsulation by amphiphilic block co-polymers ondtionalized lipids [18-20]. Control
over this surface chemistry is crucial as it widtekrmine the fate of the QDs in a biological
environment (cell, tissue, organism...).

NIR emitting QDs have already been applied to \iza&SLN in gastrointestinal tract
[21], pleural space [22], lung area [23], oesopbhageea [24], skin [25], axilla [26-29] and
bladder area [30] in rodents and pigs. The authax®e performed fluorescence imaging of
LNs for up to 4 h after QDs injection, however tbag term QDs biodistribution was not
investigated. Understanding and controlling the Qledistribution is of the utmost
importance in biomedical applications as it willpatt the imaging performance (rapidity,
sensitivity, specificity) and the potential QDs iwty. In particular, in the case of SLN
detection, both the peritumoral injection site #mel SLNs would be resected, and the toxicity

would depend on the proportion of QDs leaking itte rest of the organism. In the present
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paper, we study the QDs accumulation kinetics igiomal LNs and the whole-body
biodistribution of lipid-encapsulated QDs in miag tip to 10 days after subcutaneous (s.c.)
injection of NIR carboxyl-functionalized lipid caat QDs. We use both NIR fluorescence,
the modality which would be used fine during the surgical act, and inductively coupled
plasma-mass spectroscopy (ICP-MS), which providesnttative measurements of QDs
concentration [31-40]. We demonstrate that NIR img@llows a fast and sensitive detection
of regional LNs with QDs. We further evaluate tleéability of NIR imaging measurements
by comparison with quantitative ICP-MS elementahlgsis. The obtained results provide
useful indications for optimization of the surgigabcedure to allow efficient regional LNs

detection.

Materials and Methods

Near-Infrared Emitting Quantum Dots Synthesis

CdTeSe/CdznS core/shell QDs were synthesized fallgva recently published protocol
[20]. Briefly, CdTeSe cores were synthesized bgatipn of trioctylphosphine (TOP)-Se and
TOPTe in a three neck-flask containing Cd-tetraffgrysphonate, TOP and oleylamine at
280°C. The solution was then kept at 230°C, andtiaddl TOPSe precursors were injected
by dropwise injection. A CdZnS shell was grown othexr CdTeSe cores by injection of TOP-
S in a solution of trioctylamine, TOP, Cd-oleatal &n-oleate. These CdTeSe/CdZnS QDs
were characterized by absorbance and photolumines@pectroscopy using a Cary-5E UV-
vis spectrophotometer (Varian) and Fluoromax-3 rflmeter (Jobin Yvon, Horiba).
Transmission electron microscopy (TEM) images wacguired on a JEOL 2010 field

electron gun microscope.
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Quantum Dots Solubilization

CdTeSe/CdZnS nanocrystals were solubilised by euajon into functionalized
amphiphilic phospholipid micelles, as describedvimesly [19, 20, 41]. Typically, the
core/shell QDs were washed with two cycles of giggiion in ethanol and resuspension in
hexane, and finally resuspended in choloroform itinixture of 66 % DPPE-PEG2000-Me
(dipalmitoyl phosphotidylethanolaminepolyethyelegigcol 2000-methyl ether) and 33 %
DPPE-PEG2000-COOH (dipalmitoyl phosphotidylethanolepolyethyelene glycol 2000-
carboxylic acid) and deionized water. The chlorofovas evaporated by heating at 80°C,
yielding a limpid solution. These water-soluble Qisre then purified by ultracentrifugation
following previously published protocols [19, 41 temove excess lipids and small QDs
aggregates. Stock QDs solutions were stored atb#fGre use. Dynamic light scattering
measurements were performed on a CGS-3 goniomgttans equipped with a HeNe laser
illumination at 633 nm (Malvern) and an ALV 5000forrelator (ALV). Electrophoresis

was run in 2 % agarose gel in a tris-borate EDTA8dbuffer.

Animals

Ten to twelve weeks old female balb/c mice (Balb&@®d) (Harlan, Gannat, France)
weighing from 18 to 22 g were used in these expemin Mice were kept in 12 h light/dark
cycle and had access to food and watddibitum The mice were acclimated for 2 weeks
prior to use. Specific purified diet (TD.94045, Kar Teklad, Madison, WI, USA) was used
to reduce tissue autofluorescence in the NIR splectgion. The animals received care in
accordance with established guidelines of FELASA&d@fation of European Laboratory
Animal Science Associations) and animal procedwese performed in compliance with
institutional and national guidelines. All experimte were performed under anesthetic using

intraperitoneal injection of 0.01 mL/g of body weigf a solution containing 9 mg/mL of
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ketamine (Ketalar®, Panpharma, Fougeéeres, FranaDd&hmg/mL of xylazine (Rompun®,

Bayer Pharma, Puteaux, France). Control mice wgeeted subcutaneously in the distal part
of the right anterior paw with 20 uL of phosphatéfér saline (PBS) and for experimental
groups, 20 uL of a 1 uM QDs solution (20 pmol) wadeinistrated by the same way. After

product delivery, the right paw was kneaded to maprproduct migration.

Near-Infrared Fluorescence Imaging

In vivo optical imaging of QDs was performed using a Flawh® 700 (Fluoptics, Grenoble,
France) NIR imaging system. This system is compadt portable and is composed of two
principle parts (Fig. 1a). The first part is anotlie panel box including a laser emitting at
690 nm and its power supply, an analogical/did@at and a power supply for light emitting
diodes (LEDs). The second part is the optical headaining a highly sensitive CCD camera
and white LEDs (Fig. 1a and 1b). From the elediog, the laser beam is guided by a fibre
until the extremity of the optical head thus remdppossible the divergence of the optical
system and excitation of a broad field of aboutr6iic diameter to the distance of 15 cm from
the extremity of optical head. A 750 nm longpassseian filter is used. The power density
of laser irradiation on tissue was 3 mW/cm2. Famisguantitativein vivo fluorescence
measurements, the optical head is supported bpgethijib and was kept at the same place
during the experimental period (Fig. 1b). The regiof interest (ROIs) were depilated using
a commercially hair-removal cream before imaging.€E mice were injected subcutaneously
with QDs and three control mice were injected WRBS. The CCD camera shows the
specificity to adjust the fluorescence signal ore thixel which presents the strongest
fluorescence intensity. Thus, the injection poihQ@®s was hidden allowing thereby a better
ROIls visualization.In vivo fluorescence of ALNs and lateral thoracic LNs (INd) was

acquired at 5, 15, 30, 60 min; 4, 24, 48, 96 h Hddlays after s.c. QDs administration at a
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camera exposure time of 10 ms for right LNs andrb8Jor left LNs. Ten days after delivery
of QDs or PBS, mice were sacrificed aex vivofluorescence signals of organs (ALNS,
LTLNSs, spleen, kidneys, liver, lungs and brain) veteasured after an exposure time of 100
ms. Semi-quantitative data can be obtained fromflth@escent images by drawing ROIs
around the different organs to be quantified andkgeound signal (autofluorescence of
tissues) is subtracted from all imagksvivo or ex vivofluorescent signals were expressed in
arbitrary unit (AU) using the Image J 1.37 softwakt images were acquired under the same
conditions and were comparable from day to day anonal to animal. All data are

represented as mean + SD (Standard Deviation).

Inductively Coupled Plasma-Mass Spectroscopy (ICH-M

A Varian 820 MS instrument (Varian, Les Ulis, Franegs used to performed ICP-MS

analyses. All samples (organs, blood fractions excretions) were completely dissolved
with 70 % HNQ and heated at 90 °C until total mineralizationclEmineralised sample was

solubilized in 25 mL of milli-q water (resistivity18.2 MQ) and analysed by ICP-MS at the
Laboratoire Environnement-Hygiéne of ASCAL (ForbaEhance). The ICP-MS instrument

was initialized, optimized and standardized usirapuafacturers recommendations. The limit
of cadmium quantification was 50 ng/mL. Five samspmé 1 mL QDs solutions at 20 nM (20

pmol) have been analysed in the same conditioesjqusly described, to correlate cadmium
and QDs concentrations. Ten groups of animals (B per group) were used for the

biodistribution study: one control group receiveBSand 9 experimental groups were
injected with QDs. Sacrifice of control group wasfprmed 10 days after PBS injection and
experimental groups were sacrificed at 5, 15, 80min; 4, 24, 48, 96 h and 10 days after
QDs injection by cervical dislocation. ALNs, LTLNspleen, kidneys, liver, lungs, brain and

injection point defined as the distal part of tihght anterior paw were removed and their
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weights were recorded. Blood samples were colledi@dugh cardiac puncture in
heparinized tubes at the different times after @ijection. Blood samples were centrifuged
at 3000 g for 10 min to separate plasma and bledd. dJrine and feces were collected daily
during 10 days. All removed samples were storeddft °C prior to elemental analysis. All

data are represented as mean + SD.

Histology of Lymph Nodes Section

Two groups of animals (n = 3 per group) were usadhistological study of ALNs and
LTLNs. Animals were sacrificed 10 days after QDEP&S injection by cervical dislocation.
ALNs and LTLNs were removed for histological anadysAll tissues were fixed in 10 %
formaldehyde, 5 um sections of LNs were preparaed, lmaematoxylin and eos{H&E)

coloration was performed, and examined to visuailammatory changes.

Statistical Calculations
Means, SD, correlation coefficients and statistgighificance of differences between group
(Student’s t-test) were determined using standarftiware (Microsoft Excel, Microsoft

Corporation, Redmont, WAJ values < 0.05 were considered statistically sigaift.

Results
QDs Synthesis and Characterization

We synthesized NIR emitting QDs composed of CdTe&es surrounded by a
CdznS shell [20] with ~6 nm in core-shell diameteAbsorbance (Abs) and
photoluminescence (PL) spectra of these QDs arevrsha Fig. 2a, with an emission
maximum at around 780 nm. The QDs were solubilisedvater by encapsulation into

phospholipid micelles functionalized with 66 % petlyylene-glycol (PEG) 2000 and 33 %
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PEG2000-carboxylic acid (COOH), as shown by theeswtic in Fig. 2b [19, 41]. The
carboxylic acid groups confer a negative electhiarge to the QDs surface, as indicated by
migration under gel electrophoresis. Hydrodynamarters (HD) of the QDs micelles are
typically ~22 nm, as indicated by dynamic light tseang (DLS) The QDs fluorescence
guantum yield was typically ~20-30 % after solutalion, and was stable for several weeks
in neutral (PBS, pH 7) or slightly basic (boraté] B) buffer, and at least several days in

slightly acidic PBS (pH 6) buffer [20].

Near-Infrared Fluorescence Imaging

In vivo imaging.Twenty picomoles of QDs were injected subcutankauasthe distal
part of the right anterior paw. Right ALN (RALN) @might lateral thoracic LN (RLTLN) are
visualized as early as 5 min after injection and tfee whole ten-day observation period,
while only background signal was observed in cdr@Ds-free mice (Fig. 3). Fig. 3 displays
the NIR images taken at selected points: rightkflFig. 3a), dorsal decubitus (Fig. 3b) and
left flank (Fig. 3c) to visualize RALN, LTLN andfteALN (LALN), respectively. Detailed
kinetics of fluorescence intensities are preseate#ig. 4. Intensity of fluorescence signals in
RALN and RLTLN increases during the first 4 h pogection, then gradually decreases for
the rest of the observation period (Fig. 4). Flsoemce from the LALN is visualized 24 h
after QDs delivery in two out of three mice but gsignal is much weaker and cannot be
guantified due to low signal-to-background ratigg(Rc).

Ex vivo imaging.QDs were detecteex vivoin four resected LNs 10 days after s.c.
administration (Fig. 5a). A strongx vivofluorescence intensity is observed in RALN and
RLTLN compared to LALN and left LTLN (LLTLN) 10 daypost QDs injection (Fig. 5b
and 5c). Indeed, fluorescence signal in RALN is 280 greater compared to LALN (Fig. 5b

and 5c¢) and 160 fold more elevated in RLTLN thaattim LLTLN (Fig. 5b and 5c). No
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difference in fluorescence signals were detectedtlver organs compared to control mice
(data not shown).
Biodistribution Study by ICP-MS

We injected 20 pmol of QDs subcutaneously in tightrianterior paw of mice and
monitored accumulation kinetics between 5 min afddays after administration. Major
organs, blood and excretions were collected agxgkerimental times and analysed by ICP-
MS to determine cadmium concentration (Fig. 6).cBetage of injected doses (% ID) were
then estimated using prior calibration of our Q@mple (20 nM QDs corresponded to @G85
4 uM of cadmium) (Fig. 7).

The remaining cadmium at the site of injection,imed as the distal part of the right
anterior paw is shown in Fig. 6a and 7a. Cadmiunctentrations remain constant between 5
and 60 min corresponding to a loss of approxima@@lyo ID from the injection site. Given
the cadmium concentrations measured from the fetsteoorgans and the blood, this loss is
due to QDs diffusion into the tissue in the immaegliavicinity of the injection site
corresponding to the whole right paw and the rigiwulder. After 60 min, the cadmium
concentration decreases steadily during the nextay®. At the end of this observation
period, the cadmium concentration reaches 33.4114 R2g/g, corresponding to 14.63 = 1.96
% ID (Fig. 6a and 7a).

QDs are readily detected in RALN and RLTLN as easly 5 min after their
administration and the corresponding cadmium camagon increases. Maximum cadmium
concentrations in RALN and RLTLN are observed dt gost-injection, (337.8 + 50.3 ug/g
and 283.6 £ 8.1 ug/g, corresponding to 1.36 + @@2[D and 0.94 + 0.13 % ID, respectively)
(Fig. 6a and 7b). Cadmium concentrations then gssively decrease for the rest of the ten-
day observation period. However, the % ID remamsstant in these nodes between 4 h and

10 days post-delivery (Fig. 7b). It is importantriote that mass spectroscopy in term of
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cadmium concentration (Fig. 6a) and NIR fluoreseepcofiles of QDs into RALN and
RLTLN (Fig. 4) are strictly similar. Statistical alyses demonstrate a strong correlation
between these two detection techniques with a lediwa coefficient of 0.89 (p < 0.01) and
0.81 (p < 0.01) for RALN and RLTLN, respectivelyigF8).

In LALN and LLTLN, cadmium concentrations are muekaker and are detectable
only after 4 h post-injection then gradually in@edor up to 10 days (Fig. 6a).

Kidneys, spleen and liver display a progressivaetdependent QDs accumulation
during the whole observation period (Fig. 6b anjl Tlen days after QDs injection, 2.91 *
0.22 pg/g (1.06 = 0.09 % ID), 9.82 + 1.84 pg/g 1#40.24 % ID) and 13.03 = 1.71 pg/g
(15.36 £ 1.39 % ID) were found in kidneys, spleed &ver, respectively. By contrast, brain
and lungs show different QDs accumulation profilthwmuch lower QDs concentrations
(Fig. 6b).

In blood, cadmium is detected as early as 5 migr Ds administration and reaches
a maximum at 4 h, corresponding to 8.78 + 2.46 jidgbn plasma and 1.52 + 0.13 pg/mL for
blood cells. Cadmium concentrations then progre$givdecreases with time to reach
background levels at 10 days post-injection (F@j. 6

Urine and feces were collected daily but no QDsrei@n was detected during 10

days (data not shown).

Morphology and Histology of Lymph Nodes

The weights of the RALN, RLTLN, LALN and LLTLN wereneasured at all time
points (Fig. 9a). No changes were observed in thight of RALN and RLTLN during the
first 4 h post QDs administration (3.20 £ 0.98 mmgRALN and 2.57 + 0.40 mg for RLTLN,
respectively at 4 h), and were not different froontcols ¢ > 0.05). Right LNs weights

started to significantly increase at 24 h postatgm ( < 0.05) (Fig. 9a). For example, 10
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days after QDs injection, RALN and RLTLN weightsr&e.59 + 0.595 mg and 7.59 + 2.20
mg, respectively (Fig. 9a).

H&E colorations of LNs sections have revealed thesence of inflammation sites
(light areas) in the two right LNs 10 days after Qdelivery but not in left and control LNs
(Fig. 9b). These signs of inflammation included mwous polynuclears, some histiocytes and

vacuoles of digestion in studied areas (Fig. 9c).

Discussion

QDs show rapid uptake in RALN and RLTLN after sngection in mice, consistently
with previous reports [27, 28, 33, 42, 43]. Bothhti LNs are readily detected as early as 5
min post-injection, using a very short CCD expogure (10 ms). RALN and RLTLN show
similar QDs accumulation profiles assessed myivo fluorescence or ICP-MS (cadmium
concentration) (Fig. 4 and 6a). Indeed, a very gomdelation between these two detection
techniques was highlighted by statistical analysel a correlation coefficient of 0.89 and
0.81, for RALN and RLTLN, respectively (Fig. 8). Wmte however that stronger vivo
fluorescence signals were observed in RALN compayd@LTLN at all times whereas QDs
concentrations measured by ICP-MS are equivaletitese two LNs (Fig. 4 and 6a). This
could be explained by the fact that LTLNs are de@p¢he tissue than ALNs, which are just
under the skin. The appearance of deep structwesignificantly blurred inin vivo
fluorescence imaging and the signal detected frbemtis significantly attenuated as a
function of structure depth [44, 45].

QDs accumulation in RALN at 24 h post-delivery esponds to 1.22 % ID (Fig. 7b),
as measured by ICP-MS, a result comparable with grervious study [43] in which
accumulation of red emitting QDs in RALN was penfi@d by fluorescence measurements

(1.24 % ID at 24 h) and with Gopee’s group [33] wbond 1.07 % ID in LNs 24 h after QDs
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administration. RLTLN, which is considered as tleeand LN in the mouse axillary chain
also shows QDs accumulation as early as 5 min #feer delivery and display % ID values
similar to RALN from 24 h for up to 10 days (Figo)7 These results are in agreement with
Kobayashi's and Hama’s studies [27, 28] which habhewn lymphatic communication
between ALN and LTLN after s.c. injection in thetenmor paw of mice with QDs and NIR
dyes, respectively. Maximum % ID in RALN and RLTLWNere detected 4 h after QDs
injection and are followed by a plateau for the mdshe observation period (Fig. 7b). These
results are consistent with the size of QDs (HR22ihm) since small particles (<10 nm) can
rapidly pass the first LN without being retainedheseas larger particles (>100 nm) are
trapped in the first LN, without possessing spedtfinding affinity to lymphatic vessels or
LNs [46]. As a consequence, ideal lymph tracers wWauld both be efficiently retained and
able to pass through the first LN must have a diammomprised between 10 and 100 nm to
fulfil both conditions. We observe that, althoughPoin right LNs remains constant between
4 h and 10 days after QDs delivery, cadmium comaganhs per gram of tissue decrease (Fig.
6a and 7b). These observations can be explaingtiebyncrease in weight and volume of
RALN and RLTLN from 24 h post-injection, reaching’/2imes the weight of control LNs
after 10 days (Fig. 9a and 9b).

QDs are remarkable tools for biomedical purposdsthmy remain potentially toxic
for living organisms. This toxicity is mainly due the release of cadmium ions in biological
environments, caused by deterioration and oxidatibi®Ds in the body [16, 17]. These
heavy metal ions can also lead to the formatiorreaictive oxygen species that induce
oxidative stress [47], particularly after a longnteexposure to QDs. Manw vitro toxicity
studies of QDs have been realized [48430f only a fewin vivo works have been performed.
In our study, 10 days after QDs injection no sighgoxicity have been observed in living

mice. Indeed, body weight of mice was unchangethduhe course of the study, no signs of
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abnormal motivity behaviour were noticed and nansi@f dehydratation were registered.
However, weight of removed right LNs had increase@Ds-injected animals compared to
control PBS-injected animals (Fig. 9a). Histologicsections of LNs have shown
inflammation of RALN and RLTLN in injected mice,wealing acute local toxicity of QDs
without however any inflammation signs in the LALIN,TLN and control LNs (Fig. 9b and
9c). We attribute this difference to an effect ohcentration, with QDs doses corresponding
to about 300 pg of cadmium/g provoking immunityateans in LNs, and smaller doses of
about 30 pug of cadmium/g remaining without effedig). 6a). This contrasts with results
from previous studies using NIR dyes labelled wittmunoglobulin G where no signs of
inflammation were observed in LNs 7 days afteratign [42]. Detailed assessment of QDs
toxicity in other organs was not performed in owrky hence, potential toxicity of QDs in
these organs has not been demonstrated. Very lgcgmine QDs toxicity has been reported
in animals, showing for example pulmonary inflamioat[51] or profound changes in
mitochondria [36]. Several ways can be exploretimit QDs toxicity, such as avoiding the
use of heavy metals or design of surface chenmssaliewing their complete elimination from
the body, buin fine the QDs toxicity will strongly depend on the QD®dlstribution and
concentration in the major organs. Knowledge o$ thiodistribution is therefore crucial for
estimating the potential QDs toxicity.

We investigated the elimination of our QDs from Husly by feces and urine. During
10 days of observation, QDs were not cleared frioenbtody neither by urine nor feces (data
not shown), suggesting that QDs are sequestareiyo. Many authors have found that QDs
were eliminated, albeit not completely, via urimel deces after intravenous (i.v.) [31, 35, 36,
52-55] or intranasal [56] injection. Other studigsre similar to our, and have shown that

QDs were sequestrated in different organs and leared [31, 32, 34, 43]. Recent studies
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suggested that elimination by urine is strongle siependent, with a maximum HD of about
5.5 nm for efficient clearance [53].

Increase in the blood cadmium concentration (plaanthblood cells) is detected as
early as 5 min after QDs injection (Fig. 6¢), whatlggests that QDs can enter blood vessels
immediately after s.c. injection. This penetratioould be either due to passive diffusion
caused by concentration gradient between the diffecompartments or by leaking from
lymphatic vessels into the blood network, consmgtihat blood and lymphatic systems are
intimately connected at the LNs. Four hours aftedsQadministration, the cadmium
concentration in blood starts to decrease duedgrpssive capture by various organs. This
blood kinetics is different from that reported ither biodistribution studies, certainly due to
differences in the QDs delivery mode. Most QDs ttytbution studies were performed after
I.v. injection and show a rapid decrease of thetlQDs concentration (typically by a factor
3 or 4 at 24 h compared to 1 h post-injection) andtal QDs clearance from the blood after
some days [34, 36, 37].

No ex vivoor in vivo fluorescence signals were observed in organs hftelays post-
injection compared to control organs. However tresence of QDs is revealed by ICP-MS in
most organs after injection. We attribute this eliéince to the lack of sensitivity of NIR
imaging that hinders detection of very low QDs anteations in organs (0.04 to 13 pg/g of
cadmium corresponding to 0.01 to 3.4 pmol/g of QDs)

Liver is the organ of the reticuloendothelial swystewith the higher QDs
concentrations after s.c. injection. These corredpo approximately 1.1, 10.3 and 15.4 %
ID at 1h , 24 h and 10 days post-delivery, respebti(Fig. 7a). This accumulation is much
lower than that observed after QDs i.v. injectiBg,[34, 37, 53, 57]. For example, Fisher and
al [32] have found 36 % ID in the liver 90 min aftey. injection of QDs with a HD of 25 nm

(lysine modified coating) and 100 % ID post-injectiin rats of biggest QDs with an HD of
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80 nm (lysine modified and bovine serum albumintiogg by inductively coupled plasma-
atomic emission spectroscopy (ICP-AES) analysisnil&@ily, Soo Choi and co-workers [53]
have investigated the distribution 8fCu-radiolabelled QDs by micro positron emission
tomography (microPET) and have shown that the ibaadf small QDs (HD of 4.36 nm) in
the liver at 4 h post-injection corresponded to 4o6but that this quantity increased to 28 %
ID with larger QDs (HD of 8.65 nm). Such differescm QDs uptake in the liver can be
explained by several factors including injectiontmand QDs size and surface chemistry. In
particular, the uptake of our QDs by the liver nbayslowed down by the presence of PEG on
its surface, as was observed in other studies5s,

Overall, these results provide useful guidelinasugse of QDs for SLN mapping by
NIR fluorescence imaging. Efficient detection afi@al LNs is achieved only a few minutes
after s.c. injection.

Even though the QDs concentration in the LNs stilreases for up to 4 h post-
injection, resection of the tumoral injection s#ad the SLN should ideally be performed
during the first 15-30 min after injection to min@a QDs leakage into the organism. At these
early times, QDs concentrations in the major organsain very low, more than a hundred
times lower than at the injection site or in thgio@al LNs. Since the SLN were readily
detected in our configuration with only 10 ms of @Exposure time, we can expect that the
QDs injected dose can be significantly reducedhabthe QDs dose left in the body after the
surgical act could be reduced well below toxicityncentrations. Investigations in this

direction are in progress in our laboratory.
Conclusion
In conclusion, we have demonstrated that QDs-baBBdfluorescence imaging can

be used to very efficiently localize regional diagnLNs in vivo as early as 5 min after s.c.
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injection in mice. Moreover, unlike other tracer®€remain trapped in these LNs during
several days. Indeed, in SLNB, it is recommendednject radiocolloid the day before
surgery to allow its migratation to SLN followed bBgiministration of physiologic dye in per-
operative 5 to 10 min before SLN mapping. This shkletay for physiological dye is related
to its small size and as a matter of fact it démisn all lymphatic system. Thus, rapid
accumulation of QDs in regional LNs detected by-mosasive NIR fluorescence imaging
system offers an exciting opportunity to track lympc flow in real time and guide their
nodal dissection after a single QDs injection afldws a rapid per-operative complete
procedure.

This optical technique can also provide informatiabout the kinetics of QDs
accumulation in specific regional LNs in the sameéral, but fails to compare the relative
QDs concentration between different LNs or to defime QDs concentrations in organs. We
determined the whole-body QDs biodistribution by#®IS for 10 days after injection, and
provide guidelines for the use of QDs for non-invadluorescence detection of superficial

LNs in a clinical setting.
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Abbreviations

% ID = Percentage of injected dose
Abs = Absorbance

ALN = Axillary lymph node

ALND = Axillary lymph node dissection
AU = Arbitrary unit
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DLS = Dynamic light scattering

DPPE = Dipalmitoyl phosphotidylethanolamine
H&E = Haematoxylin & eosin

HD = Hydrodynamic diameter

ICP-AES = Inductively coupled plasma-atomic enuesspectroscopy
ICP-MS = Inductively coupled plasma-mass spectpgc
V. = Intravenous

LALN = Left axillary lymph node

LED = Light emitting diode

LLTLN = Left lateral thoracic lymph node

LN = Lymph node

LTLN = Lateral thoracic lymph node

Me = Methyl ether

microPET = Micro positron emission tomography
NIR = Near infrared

PBS = Phosphate buffer saline

PEG = Polyethyelene glycol

PL = Photoluminescence

QD = Quantum dot

RALN = Right axillary lymph node

RLTLN = Right lateral thoracic lymph node

ROI = Region of interest

s.C. = Subcutaneous

SD = Standard deviation

SLN = Sentinel lymph node

SLNB = Sentinel lymph node biopsy

TEM = Transmission electron microscopy
TOP = Trioctylphosphine
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Figures

Fig. 1. Photographs of portable and compact Fluobeam® sg@%em. a) Composition of Fluobeam® 700

system. b) Image of optical head supported by gedrjib to carry out semi-quantitative fluoresceimaging
in vivo.
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Fig. 2. a) Absorbance (Abs) and photoluminescence (PL)s&om spectra of CdTeSe/CdZnS QDs. b)
Schematics representing a CdTeSe/CdZnS QDs enasgasuh a mixed PEG:PEG-COOH phospholipid micelle
(drawing is not to scale; only a few phospholipigkre represented for clarity).
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Background 5 min 10 days

Fig. 3.In vivo fluorescence imaging of mice after s.c. injectidr20 pmol of QDsa) Images of the right flank
(visualization of RALN).b) Images on dorsal decubitus (observation of RLTL&)Images of left flank
(visualization of LALN). Right column correspondsthiackground signal, middle and left columns togesmat
5 min and 10 days post-injection, respectively. &and b images, the exposure time is 10 ms, andifoages,

the exposure time is 100 ms. The white narrow s the injection point.
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Fig. 4. In vivo fluorescence signals of QDs in RALN and RLTLN aftec. injection of 20 pmol in mice

functions of time. For fluorescence analyses ofgesa the exposure time is 10 ms. The data were mé&in

(n=23).
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Fig. 5. Ex vivofluorescence signals of four removed LNs. Mice eveubcutaneously injected with 20 pmol of
QDs and sacrificed at 10 days. Fluorescence images of LNs: RALN (upper left), RNT(lower left), LALN
(upper right) and LLTLN (lower rightp) Relative fluorescence signal of right LNs (RALNJaRLTLN) andc)

left LNs (LALN and LLTLN). For fluorescence measorents, the exposure time is 100 ms. The data were

mean = SD (n = 3).
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Fig. 6. Tissue kinetics of cadmium concentrations in nafter s.c. administration. Mice were injected w2

pmol of QDs or PBS (control). Serial sacrifices avearried out at 5, 15, 30, 60 min at 4, 24, 48h@&6and at

10 days after dosing. Several organs were isolatedetermine cadmium concentrations by ICP-M$:

injection point, RALN, RLTLN, LALN and LLTLN;b) brain, lungs, kidneys, spleen and liver ajdlasma

and blood cells. The data were mean = SD (n = Jpmip).
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Fig. 7. Percentage of injected dose (% ID) in organs whiotst accumulate QDs. Mice were injected

subcutaneously with 20 pmol of QDs. Serial sa@#ievere carried out at 5, 15, 30, 60 min at 448496 hrs

and at 10 days and cadmium were measured. Sewgiahioare represented) liver and injection pointp)

RALN, RLTLN, kidneys and spleen. The data were me&D (n = 3 per group).
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Fig. 8. Linear regression analyses and correlation caefftosalues between cadmium concentrations measured

by ICP-MS andn vivo fluorescence signals assessed by Fluobeam® 7@hsys) for RALN, and b) RLTLN.
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Chapitre Il : Localisation des ganglions régionaax moyen de quantum dots par imagerie de fluorescet
étude de biodistribution par spectrométrie de masse
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Fig. 9. Weight and histology of LNs after s.c. PBS (cobtows QDs injection (20 pmol}) Weight evolution of
LNs functions of time after PBS or QDs deliverght panel corresponds to ALNs and left panel to N§LThe
data were mean = SD (n = 3 per group) and valuekadawith asterisk were significantly different fnacontrol

(p < 0.05).b) Histology of LNs sections 10 days after produgedtion: control RALN (upper left); control
RLTLN (lower left); RALN injected with QDs (uppefight) and RLTLN injected with QDs (lower right). €h
black arrows indicate inflammation areas (light)siMagnification is x25 and black scale corresptmd@ mm.

¢) Zoom of an inflammation area from RALN, 10 day$eafQDs injection. Many polynuclears have been
visualised but only some have been indicated witke marrows. In the field of view, histiocytes (el
narrows) and also vacuoles of digestion (white mas) were observed. Magnification is x400 and whkitale

correspond to 50 pum.
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Chapitre IV : Détection du ganglion sentinelle axilaire au
moyen de quantum dots par imagerie de fluorescencair

modeéele murin de cancer du sein

|. Matériel et méthodes

I.1. Quantum dots

Les QDs ont été fournis par I'équipe du Dr. Dulsrtrattachée au Laboratoire
Photons et Matiére (ESPCI, CNRS UPRAS, Paris, pN¢. Les QDs étaient composés
d’un cceur en alliage de tellure et séléniure denoaah (CdTeSe), recouverts d’'une coque de
sulfure de zinc et de cadmium (CdZnS), encapsuéds dine micelle de phospholipides
PEG2000 dont 33 % étaient terminés avec des groamsmcarboxyles. lls étaient
biocompatibles, stables en milieux biologiquesrattaient a 780 nm. Les solutions stocks

de QDs ont été conservées a 4°C.

[.2. Culture cellulaire

La lignée cellulaire 4T1 (CRL-2539, ATCC) provenamfadénocarcinomes
mammaires de souris balb/cfC3H a été utilisée d#tvéa dans du milielRoswell Park
Memorial Institute(RPMI) 1640 (Gibco, Cergy Pontoise, France) complété avec 9¢% d
sérum de veau fcetal inactivé (PAN Biotech GmbH ealthch, Germany), 1 % de pénicilline
(10.000 Ul)-streptomycine (10.000 pug/ml) et 1 % gletamine a 200 mM (Gibco, Cergy
Pontoise, France). Les cellules ont été cultivéesmenocouche et gardées dans un incubateur
saturé en humidité contenant 5 % de,@0a une température de 37°C. Les cellules ont été
repiqguées a 80 % de confluence 2 fois par semame [gur assurer une croissance

exponentielle.

[.3. Animaux

Des souris balb/c femelles (Balb/cOlaHsd) agée8 del0 semaines (Harlan, Gannat,
France) et pesant entre 18 et 22 g ont été uslisBdes ont été gardées dans un cycle
jour/nuit de 12 h et ont eu accés a la nourritureael’eau ad libitum Avant toute

expérimentation, les souris bénéficiaient de 2 $mesad’acclimatation. Des croquettes
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spéciales purifiées (TD.94045, Harlan Teklad, MawljsVI, USA) ont été utilisées afin de
diminuer l'autofluorescence des tissus, et notantroelhe du systeme digestif. Les animaux
ont été manipulés en accord avec les instructi@®males vis-a-vis de I'expérimentation
animale. Toutes les expériences d’imagerie ontieu sous anesthésie générale aprés
injection intrapéritonéale de 0,01 mL/g de sourignd solution contenant 9 mg/mL de
kétamine (Ketald, Panpharma, Fougéres, France) et 0,9 mg/mL dezirgaRompulf,

Bayer Pharma, Puteaux, France).

l.4. Induction tumorale : modéle syngénique orthotpique murin et

suivi de la croissance tumorale

Les souris (n = 56) ont été greffées sous anestlggsgieuse au moyen du systeme
Univentor 406 (Genestil, Royaucourt, France) dédié au petit ahirtiisant de I'isoflurane
(Forené&, Abbott, Paris, France). Quarante microlitres d’ghucosée 5 % (Glucose Prodmp
5%, Aguettant, Lyon, France) contenanf téllules 4T1 ont été injectées en s.c. au niveau

des mamelles thoraciques droites des souris.

Le suivi de la croissance tumorale a été réaliséd 8wsouris, le volume tumoral étant
mesuré tous les 2 ou 3 jours. La formule utiliseéergalculer le volume tumoral était celle du

volume d’une ellipsoide.

1.5. Imagerie de fluorescence proche infrarouge

L’'imagerie optigue des QDs a été effectuée au majersystéme d’imagerie de
fluorescence Fluobedh{Fluoptics, Grenoble, France) couplé & une car@&B hautement
sensible dans le domaine spectral du PIR. Poumagjgmie, un laser a 690 nm a été utilisé

comme source d’excitation et un filtre d’émissi@sge haut a 750 nm a été employe.

Les souris ont été imagées lorsque leur tumeuigati un volume de 1000 mim
(volume éthique). Les souris témoins ont recu 20dglLtampon phosphate salin (TPS) par
injection s.c. dans la partie supérieure de laepatitérieure droite. Vingt microlitres d’'une
solution de QDs a 1 uM (20 pmol), dilués dans d& Tt été injectés pour les groupes

expérimentaux via la méme voie d’administration tpsetémoins. Apres injection, la patte a
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été massée afin d’améliorer la migration du produ#s souris ont été sacrifiées par

dislocation cervicale sous anesthésie.

La région axillaire des souris a été dépilée avaee creme dépilatoire commerciale
pour limiter l'autofluorescence des poils des animdans cette zone d'intérét. La caméra
CCD utilisée présente la particularité d’'ajustesignal de fluorescence sur le pixel le plus
intense, c’est pourquoi la zone d’injection a étasquée pour permettre une meilleure

visualisation de la région d’intérét (ROI).

La fluorescencen vivo du ganglion sentinelle axillaire droit (GAD) a é&équise
avant injection (correspondant a la somme de Ifudoescence des tissus et du bruit de fond
de l'appareil) ainsi qu'a 5, 15, 30, 60 min et 4pgrés administration s.c. des QDs chez les
souris porteuses de tumeurs 4T1 (n = 46) ainsisgueales souris saines (n = 8), servant de
contrble quant a l'accumulation des QDs dans lesDGgains. Quatre heures apres
administration des QDs, les souris ont été saesfiee GAD a été prélevé et la fluorescence
ex vivoa été mesurée. Le temps d’exposition de la ca@€@ était de 10 ms pour chaque

cliché.

Les signaux de fluorescenae vivo ou ex vivoont été exprimés en unité arbitraire
(UA) et traités au moyen du logiciel Image J vensio37. Les signaux de fluorescence des
ROIs ont été calculés en dessinant une ellipsauadtes différents organes étudiés et le bruit
de fond (autofluorescence des tissus et bruitagm#breil) a été soustrait systématiquement de
toutes les images. Toutes les données sont ex@iooéeme la moyenne * |'écart standard a

la moyenne (ESM).

|.6. Détection histologique des métastases gangli@ires

Vingt-six GAD issus de souris porteuses de tumdiits (10 utilisées pour le suivi de
la croissance tumorale et 16 ayant été imagéeslav@oobeam®) ont été mis en cassette et
inclus en paraffine. Des coupes de 5 um ont élésééa puis colorées par HES. Les lames
HES ont ensuite été lues par le Dr. Leroux, médanatomopathologiste du Centre Alexis

Vautrin.
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|.7. Détection des métastases ganglionnaires pgaverse transcription-

polymerase chain reaction

l. 7. 1. Extraction des acides ribonucléiques totau

Des cellules 4T1 ont été utilisées comme témointihodes GAD sains comme

témoin négatif et 30 GAD provenant de souris pagsude tumeurs 4T1 ont été analysés.

Les acides ribonucléiqgues (ARN) totaux ont été atdr selon la méthode de
Chomczynski et Sacchi, a l'aide du réactif TRfzgInvitrogen, Cergy-Pontoise, France),
solution de phénol et d'isothiocyanate de guaniélitté Le TRIzoP maintient I'intégrité des

ARN lors de la dissociation des différents comptsanlliulaires.

Pour extraire les ARN sur cellules en monocoucimetingage au TPS a été realisé,
1 mL de TRIzo? a été ajouté et laissé en contact & températuseaata pendant 1 min. Pour
les extractions d’ARN sur ganglions, 500 pL de Tizt 3 billes métalliques RNase DNase
free ont été ajoutés puis les ganglions ont éislys moyen d’un vibro-broyeur TissueLyser
(Qiagen, Courtabceuf, France) pendant 3 min a wguénce de 30 vibration/s. Cing cents
microlitres de TRIzdl ont été de nouveau incorporés et laissés a tetnpgrambiante
pendant 1 min. Les cellules ainsi que les broyatgahglions ont ensuite été récupérés dans
un tube RNase DNase free. Une centrifugation a @20pendant 10 min a 4°C a permis de
séparer les débris cellulaires du surnageant, tapsel étaient dissouts les protéines, les

acides désoxyribonucléiques (ADN) et les ARN.

Apres transfert du surnageant dans un nouveau Rlfep L de chloroforme ont été
ajoutés. Le mélange surnageant/chloroforme a été aigjoureusement environ 15 s puis
centrifugé a 12000 g pendant 15 min a 4°C. Deusehant été observées, les ARN extraits
se retrouvant dans la phase aqueuse (surnageatt® derniere a été transférée dans un
nouveau tube et 500 uL d’isopropanol ont été apoptur précipiter les ARN. Le mélange a
éte laissé en contact 10 min a température ambpamnsecentrifugé a 12000 g pendant 10 min

a 4°C. Les ARN totaux précipités formaient ainsicuiot.

Le culot a été réhydraté par addition de 1 mL digth & 75 % puis centrifugé a

7500 g pendant 5 min a 4°C. L’éthanol a ensuiteéét@iné par aspiration puis les tubes
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ouverts ont été placés dans un bain sec (Fishddio Scientific, lllkiich, France) a 37°C
jusqu’a évaporation totale de I'éthanol. Le culaéresuite été resuspendu danspbOd’eau

stérile RNase DNase free. Les ARN totaux ont énsevés a -80°C.

l. 7. 2. Dosage et qualité des acides ribonucléicgtaux

Une dilution au 1/108" de chaque échantillon dans de I'eau RNase DNaseaftété
préparée pour une mesure d’absorbance avec un@pette BioPhotometer (Eppendorf, Le
Pecq, France) a 260 nm, permettant de détermiremnieentration en ARN totaux.

Cette méme dilution a également permis d'évaluegualité des ARN extraits en
mesurant I'absorbance a 280 nm (absorbance deSir@stet des phénols) et en calculant le
ratio de I'absorbance a 260 nm sur celle a 280nm ARsonndA2sonmy La préparation était

considérée de bonne qualité si le ratio était iafgra 2.

l. 7. 3. Transcription inverse feverse transcriptioh

La réaction dereverse transcription(RT) a permis de synthétiser un ADN

complémentaire (ADNCc) simple brin a partir d’'un ARMNssager (ARNm).

Un microgramme d’ARN totaux a été déposé dans e ta PCR de 500 uL et
complété avec de I'eau RNase DNase free pour dtinon volume final de 11 uL. Le
mélange réactionnel nécessaire a la RT a alorgj@i#e dans chaque tube, soit 4 uL de Mix
5X Biorad, 1 pL d’'Iscript RT BioRad (Iscript cDNAysthesis kit, BioRad, Ivry-sur-Seine,
France) et 4 pL d’eau RNase DNase free. Les tulmsepsuite été incubés dans un
thermocycleur Matercycler gradient (Eppendorf, lexd® France), 5 min a 25°C puis 30 min
a 42°C, correspondant a la phase de synthese dé&&, A& pour finir 5 min a 70°C,
représentant la phase de dénaturation de I'enzwergd. Les ADNc ont été conserves a
-80°C.

l. 7. 4. Amplification en chaine de 'ADN polymerase chain reaction

A partir des ADNc totaux, Ipolymerase chain reactioPCR) permet d’amplifier
sélectivement des genes cibles, grace a l'utiisati’'amorces spécifigues de ces genes
d’intérét. L’expression de chaque géne d’'intéréteesluée de maniere semi-quantitative par

rapport a l'expression d'un géne de référence. fregsion du gene codant pour la

126



Chapitre IV : Détection du ganglion sentinelle &iile au moyen de quantum dots par imagerie dedscence
sur modéle murin de cancer du sein

cytokératine 19 (CK19) murine a été étudiée. Lakdtatine 19 est présente dans la plupart
des tissus épithéliaux et ainsi dans les cellule®tales 4T1 mais est absente des ganglions
lymphatique sain§°®. Le géne codant pour la glycéraldéhyde-3-phosptiésaydrogénase
(GAPDH) humaine a été utilisé comme gene de réberear il est présent dans les cellules
normale et tumorales et son amorce reconnait #aEdNc codant pour la GAPDH murine

Tableau VII. Ces 2 génes ont été amplifiés siméitaent.

Tableau VII. Description des amorces utilisées pour la PCR.

Gene cible Amorce (5" - 3) Référence Fournisseu

sens TGATCG TCT CGC CTC CTACT
CK19 (197

anti-sens CAAGGC GTG TTC TGT CTC AA
Eurogentec

sens TGG GGA AGG TGA AGG TCG GA
GADPH [198]

anti-sens GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA

Pour chaque tube, I'ensemble des réactifs (InviinggCergy-Pontoise, France)

nécessaire a I'amplification des 2 genes est déans le Tableau VIII.

Tableau VIII. Composition du mélange pour I'amplification des ggnodant pour la CK19 et la GAPDH.

Réactif de PCR Volume (uL)
ADNc 2

Tampon de PCR 10X 2
MgCl, 50 mM 0,6
dNTP 2,5 mM 1,6
Amorce sens 5 uM 2
Amorce anti-sens 5 pM 2

Tag DNA polymerase 0,2

H,O (RNase DNase free) qsp 20

Aprés avoir été homogénéisés et centrifugés, léestuont été placés dans le
thermocycleur permettant d’alterner les phaseséatdration, d’appariement et de synthese

(Tableau IX).
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Tableau IX. Cycles d'amplification du géne codant pour la CK1%8!

Etape Température (°C)| Durée | Nombre de cycles
Dénaturation initiale 95 15 min 1
Dénaturation 94 30s
Amplification  Appariement 52 40 s 30
Synthése 72 60 s
Dégradation de la Tag polymérase 72 10 min 1
Terminaison 4 infinie

l. 7. 5. Analyse des produits d’amplification

Apres PCR, les échantillons ont été analysés patréphorese sur gel d’agarose. Un
gel d’agarose a 2 %'k) a été préparé par dissolution d’agarose (InvénpgCergy-Pontoise,
France) dans du tampon tris-borate-EDTA (TBE) 0,8%ntenant du bromure d’éthidium
(BET) a la concentration de 10 pg/mL. Le gel andig a polymériser dans un support adapté,
d’abord a température ambiante pendant 15 min, #wW8C. Deux microlitres de solution
BlueJuicé™ (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) ont été & swux produits de PCR, puis
10 pL d’ADNCc ont été déposés dans les puits pogration. Un marqueur de taille (DNA
Molecular Weight Marker VIII, Roche, Neuilly suri@e), allant de 19 a 1114 paires de bases
(pb) a également été déposé sur chaque gel, la @¢atant un produit d’amplification a
262 pb et la GAPDH a 220 pb. La migration électmplique des produits de PCR a été
réalisée dans un tampon TBE 1X pendant 2,5 h &/100

Apres migration, les bandes d’ADN ont été visuass@ar transillumination UV au
moyen du systeme Gel Doc EQ (BioRad, Ivry-sur-Selrance) grace a la fluorescence du
BET qui s’intercale dans 'ADNc. La PCR ainsi quanklyse des produits d’amplification
ont été réalisées en tripliquette pour chaque G&Bnalyse des gels a été réalisée avec le
logiciel ImageJ 1.37. Pour chaque échantillon,algport d’expression relative (RER) a été
calculé, représentant l'intensité de fluoresceneelal bande du gene cible (CK19) sur
lintensité de fluorescence de la bande du geneétizence (GAPDH). Les RER ont été
normalisés par rapport a celui du témoin positéliides 4T1 cultivées en monocouche)

considéré comme égal a 1.
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1.8. Analyses statistiques

Les moyennes, ESM, ainsi que les tests statigi(fuest de Student) ont été calculés
au moyen du logiciel Excel (Microsoft Excel, Micads Corporation, Redmont, WA) ; une

valeur de p < 0,05 était considérée comme sigtiviea

Il. Résultats et Discussion

[1.1. Suivi de la croissance tumorale

Le suivi de la croissance tumorale est montré ignré 16. La tumeur était palpable
environ 7 jours apres induction des cellules tumestale volume tumoral éthique

(1000 mnj) était atteint entre 18 et 21 jours post-injecti@s cellules tumorales.

12004
1000+
800+
600+

4001

Volume tumoral (mn)

200+

O T T T T T T T T T T T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20 22

Jours post-induction tumorale

Figure 16. Suivi du volume tumoral suite a I'injection s.c. B& cellules 4T1 chez la souris balb/c au niveau des

mamelles thoraciques droites (n = 10). Les résutant donnés comme la moyenne + ESM.

I1.2. Imagerie de fluorescence

Vingt picomoles de QDs ont été administrées endas la patte antérieure droite de
46 souris porteuses de tumeurs 4T1 et chez 8 seaies servant de contrle quant a

'accumulation des QDs dans le GAD.

Tous les GAD contrbles (n = 8) ont été localisegivo chez les souris des 5 min apres
injection des QDs (Figure 17A). Sur 46 souris pmstede tumeurs 4T1, 44 GAD (96 %) ont
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été visualisésn vivo dés 5 min (Figure 17B), un GAD (2 %) a été détertiguement 4 h

post-administration des QDs et un autre (2 %) a®§té repéré sur la période de 4 h.

Bruit de fond 5 tmin

Figure 17.Imagerie de fluorescende vivo du GAD suite a l'injection s.c. de 20 pmol de QB3.Image de
fluorescence d’'une souris saine, B) Image de fem#ece d’'une souris porteuse d’'une tumeur 4T1.ol@noe
gauche correspond au bruit de fond, celle du maieme cinétique de 5 min et celle de droite adimétique de
4 h post-administration des QDs. La fleche blarindé&ue la tumeur mammaire. Le temps d’exposititait e

10 ms.

Le suivi de fluorescende vivo des GAD est montré en Figure 18. Un test de Studen
a été réalisé et aucune différence significative éé démontrée entre la fluorescence des

GAD des souris saines et porteuses de tumeurscigbaur tous les temps étudiés.
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Figure 18.Suivi de fluorescenci vivo du GAD entre 5 min et 4 h aprés injection s.c2@dgmol de QDs chez

des souris saines (n = 8) et porteuses de tumdurs( = 45). Le temps d’exposition était de 10 inss
données sont présentées comme la moyenne + ESM.

La fluorescencex vivodes GAD a également été mesurée 4 h apres admaiinst
des QDs, suite au sacrifice des animaux. Tous BB Gnt été visualiségx vivochez les
souris saines (n = 8), les 45 GAD repéresivo (entre 5 min et 4 h), I'ont également été
vivo. Le GAD non détectin vivo, n’a pas été visualisx vivo Ce résultat peut étre expliqué
du fait que ce ganglion était palpable et présentaipoids de 42 mg étant 19 fois supérieur
au poids des GAD contrbles qui était en moyenng,det 0,2 mg (données non montrées).
Ainsi, ce ganglion était completement envahi pas ellules tumorales, les canaux

lymphatiques totalement obstrués, ce qui empétmiQDs de migrer vers ce GAD. Ce cas
représentait un faux négatif.

Les moyennes d’intensités de fluorescence des @ADvivo des souris saines et
porteuses de tumeurs sont données en Figure l@newdifférence significative (test de
Student) n’a été observée entre ces 2 groupes.
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Fluorescence (AU)

Souris saines Souris avec tumeurs

Figure 19. Fluorescencex vivodu GAD 4 h aprés injection s.c. de 20 pmol de @bsz des souris saines

(n = 8) et porteuses de tumeurs 4T1 (n = 45). bpted’exposition était de 10 ms. Les données s@septées

comme la moyenne + ESM.

11.3. Evaluation des métastases ganglionnaires

11.3.1. Coupes histologiques

Vingt six GAD issus de souris porteuses de tumdiifis (10 utilisées pour le suivi de
croissance tumorale et 16 ayant été imagées avétutbeam® 700) ont été inclus en
paraffine, coupés et colorés par HES. Les lames btE®té lues par le Dr. Leroux, médecin
anatomopathologiste du Centre Alexis Vautrin.

Sept GAD sur 26 ont présenté un envahissementigangire soit une incidence de

27 %. Parmi ces 7 GAD métastatiques, des taux dl@asement ganglionnaire allant de

guelques amas de cellules tumorales représentainberl % du volume tumoral a 80 % ont

été observes (Figure 20).

132



Chapitre IV : Détection du ganglion sentinelle &ile au moyen de quantum dots par imagerie dedéscence
sur modéle murin de cancer du sein

Figure 20. Photographies de coupes HES de GAD provenant désgourteuses de tumeurs 4T1. Les images
correspondent a un GAD : A) et B) indemne d’envadrisent ganglionnaire, C) et D) présentant quelques
cellules tumorales au milieu de cellules sainesE)eet F) présentant 40 % d’envahissement tum@mailr les
images A), C) et E), le grossissement est de x2blerre d’échelle noire correspond a 1 mm. LesgienB), D)
et F) présentent un grossissement x400 et la & obelle blanche correspond a 50 pm. Les flechesches

indiquent des cellules 4T1 au sein de cellulesesiN = tissu normal et T = tissu tumoral.

[1.3.2. RT-PCR

Suite a la RT-PCR et a la migration des produigsnglification de PCR contenant
’ADNc sur gel d’agarose 2 %, 20 GAD sur 30 ontg@été une bande correspondant a un
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produit d’amplification de 262 pb, identifié commf@&DN de la CK19 au moyen du
marqueur de taille (Figure 21). Ainsi, 66 % des G&ialysés présentaient des métastases.

sens de
migration

Figure 21. Détection des métastases ganglionnaires par RT-R&Rression des génes codant pour la CK19,
géne exprimé dans les cellules tumorales 4T1 gede codant pour la GAPDH présent dans les celiiléset
saines. Les échantillons A et B correspondent a @A® indemne d’envahissement métastatique et les
échantillons C et D a des GAD présentant des nasast T+ : témoin positif (cellules 4T1) ; T- : @imnégatif
(GAD sain).

Des RER variant de 0,02 a 0,48 ont été calculésragaport au témoin positif

(RER = 1) pour les GAD meétastases, indiquant difiés taux d’envahissement

ganglionnaire. Le RER a 0,48 correspondait au GAlpable et completement envahi par les
cellules tumorales. Bien que ce ganglion étaiiéot@nt métastasé, le RER calculé n’était pas
égal a 1. Ce résultat peut étre expliqué car leoit@rpositif était uniquement composé de

cellules 4T1 cultivées en monocouche, toutes cligle® contenant de la CK19. Cependant,
le ganglion completement envahi, outre des celld&4, contenait des cellules saines
provenant du ganglion d'origine ainsi que des éedfluendothéliales représentatives des
vaisseaux sanguins qui n’expriment pas la CK¥d Ainsi, avec cette technique de RT-PCR
semi-quantitative, les RER calculés n'ont pu éogéés a un taux précis d’envahissement

métastatique.

II.4. Comparaison des deux techniques de détectiothes métastases

ganglionnaires

Suite a des coupes histologiques colorées par HH8ue lecture par un médecin
spécialisé, 7 GAD sur 26 ont été observés positiis envahissement métastatique soit 27 %
alors que 66 % des GAD soit 20/30, analysés paPRR-ont présenté des métastases. Ces
résultats sont en accord avec d’autres études meaueda détection des métastases dans les
ganglions lymphatiques drainant les tumeurs 4Tlaks®n etal. ont étudié la dissémination

tumorale apreés injection de*€ellules 4T1 au niveau de I8 mamelle de souris balb/c par
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essais clonogéniqués®. Ils ont montré un envahissement de 21 % des igausgiirainant la
tumeur primaire (12/58 animaux). L'’équipe de Pulsakonduit 2 études sur la détection de
meétastases ganglionnaires par essais clonogénisuigs.a I'inoculation s.c. de cellules 4T1
dans une mamelle abdominale également chez dess dmlb/c?® %Y | es auteurs ont
trouvé des taux d’envahissement dans les gangijomshatiques de 78 et 86 %, 3 semaines
apres injection de 5.3@t 7.16 cellules 4T1, respectivement.

La difféerence entre les taux d’envahissement ganghire évalués par les
2 techniques de détection utilisées dans notree&igkplique du fait que la RT-PCR permet
de détecter de trés faibles quantités de celldexéreuses (une cellules tumorale sur un
million) et présente également une meilleure sditéitque la lecture de lames HEY!
Cependant cette technique présente un inconvémejgur qui est la perte de matériel
biologique. En effet, pour étre slr que le ganglest indemne ou non d’envahissement
métastatique, il doit étre compléetement analysér pmi pas passer a coté d’éventuelles
micrométastases. De plus, la RT-PCR utilisée datie @&tude est semi-quantitative et ne
permet pas de donner un taux d’envahissement ganglire précis et donc de différencier les
macrométastases des micrométastases. L'optimisatiome RT-PCR quantitative (QRT-
PCR) serait intéressante pour définir précisémentlix d’envahissement ganglionnaire et

ainsi différencier les différents types de métasas

[1l. Conclusion

L'imagerie de fluorescence, technique non-invasavgaermis de détecter 96 % des
GAD superficiels dans les 5 min apres injection decQDs dans la patte de souris porteuses
de tumeurs mammaires, et 98 % dans les 4 h, avwetadr d’envahissement ganglionnaire
évalués par coupes HES allant de quelques amas etleles tumorales a 80 %
d’envahissement métastatique.

Seul un GAD n’a pu étre repéré car completementast&s$é et représentait ainsi un
cas de faux négatif. Ainsi, les QDs semblent desbmandidats pour remplacer les produits
standards utilisés dans la technique du GS duwéis migrent trés rapidement dans le GAD
dans la majorité des cas, et y restent piégés peptissieurs heures voire plusieurs jold?s.

La technique de RT-PCR (semi-quantitative) utiliggmur détecter les métastases

ganglionnaires est beaucoup plus sensible quectaréede lames HES mais une RT-PCR
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guantitative devra étre optimisée pour détermin@s daux précis d’envahissement

ganglionnaire.
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Le statut ganglionnaire a la valeur pronostiquelies importante avec la taille de la
tumeur chez les patients atteints d’un cancer gy ketaux de survie étant corrélé au nombre
de ganglions envahis. La technique de référendségtipour le diagnostic des métastases
ganglionnaires et le traitement des cancers dugg@rables est le curage axillaire. Toutefois
cette chirurgie est grevée d’'une morbidité impdeale curage étant par ailleurs négatif dans
prés de 80 % des cas pour les tumeurs de moins d®.3La technique du GS s’est
développée a la fin des années 90 avec 2 objectifterminer le statut ganglionnaire et
diminuer la morbidité du geste axillaire. Cetteht@que consiste a repérer et prélever le
premier relais ganglionnaire drainant la tumeumpire, potentiellement métastatique, et de
déterminer son statut histopathologique. Ces GS seperés par injection d’'un produit
radioactif et d'un colorant bleu. Cependant, cesa2queurs présentent des effets secondaires
suite a leur administration. Ainsi, notre stratégiété de tester sur modele pré-clinique murin

de nouveaux traceurs fluorescents, les QDs, pdte application.

La premiere étude, réalisée chez la souris sainpprgé sur la détection et la
guantification a différents temps apreés injectien@Ds émettant dans le rouge, composés en
partie de Cd et s’accumulant sélectivement dansGhe En parallele, une étude de
biodistribution a été conduite.

Les QDs ont été repérésvivo dans le GA dés 5 min aprées injection s.c. d'uitdda
guantité de QDs (20 pmol) par spectrofluorimétitieéfe et y sont restés piégés jusqu’a 24 h.
Cette technigue associée a l'extraction chimiquka ehicroscopie de fluorescence des QDs
ont permis de mettre en évidence I'accumulationdeapt sélective des QDs dans le GA. En
effet, I'étude de biodistribution effectuéx vivodans les organes, le sang et les excrétions
suite a I'extraction chimique des QDs puis quadsifpar spectrométrie de fluorescence a
montré que les QDs n’étaient pas détecés dansitieess grélevements biologiques étudiés.

Cependant, les QDs utilisés émettaient dans leeretige permettaient pas de détecter
la fluorescence émise par les QDs piégés dans lesthdé a un millimetre sous la peau
(ganglion superficiel). La réalisation d’'une inoisi cutanée a ainsi été nécessaire a leur
visualisationin vivo, la technique de détection se révélant alors mwasive. De plus, la

spectrofluorimétrie fibrée permet uniquement la lisddion de mesures locales de

137



Chapitre V : Synthése générale et perspectives

fluorescence sur le GA, la fluorescence émise gp&othlité des QDs présents dans le GA ne

pouvant étre évaluée.

Ainsi, dans un second travail, la localisation dga®glions régionaux a été étudiée
in vivo suite a I'administration de QDs émettant a 780 etnvisualisés par un systéme
d’'imagerie de fluorescence corps entier dédié dit @eimal. Simultanément, une étude de
biodistribution a été menés vivosur une période de 10 jours apres injection des.Q® Cd
contenu dans les QDs a été mesuré par spectrordétneasse ICP-MS, suite a la digestion et
la minéralisation des organes, des prélévemenusangt des excrétions collectés.

Les QDs ont été détectésvivo par imagerie de fluorescenceeat vivopar ICP-MS
dans les 2 ganglions régionaux, correspondant anetG5TL, dés 5 min aprés injection et
y sont restés piégeés jusqu’a 10 jours. La dose mmei en QDs dans les ganglions a été
observée 4 h apres injection et correspondait @ %I pour le GA et 1,04 % DI pour le
GTL. Les QDs ont également été retrouvés dans fganes ou ils se sont accumulés
préférentiellement dans le foie, la rate et leegeainsi que dans le sang mais n’'ont pas été
éliminés de 'organisme sur la période de 10 joDesplus, dés 24 h apres injection des QDs,
une inflammation aigiie des GA et des GTL a étéadpp. La cinétique d’accumulation des
QDs dans les 2 ganglions était similaire par léscBniques de détection. Ainsi, 'imagerie de
fluorescence, méthode non-invasive, peut étres@élipour localiser les ganglions régionaux
superficiels chez la souris, mais aussi pour suiseeumulation de ces nanoparticules dans

les ganglions régionaux, et ainsi, diminuer le n@animaux a utiliser.

Les 2 études précédemment citées ont été réaliséds chez la souris saine. Ainsi,
pour se rapprocher de la clinigue humaine, unsiéie étude employant un modéle murin
syngénique orthotopique de cancer du sein a ét@engrortant sur la cartographie du GA,
deéfini comme le GS, suite a l'induction de tumeausniveau des mamelles thoraciques chez
la souris. Le GA a été visualig® vivo chez des souris porteuses de tumeurs mammaires par
imagerie de fluorescence sur une période de 4ite dU’administration de QDs émettant a
780 nm (mémes nanoparticules que pour I'étude pgerté). Les métastases ganglionnaires
ont été deétectées soit par lecture de coupes dec@dsées par HES, représentant une
méthode histologique, soit par une technique dei® moléculaire : la RT-PCR.

Chez 96 % des animaux imageés, le GA sentinellé algtervén vivo, le seul nayant
pas capté les QDs était palpable et completemewahenLl’incidence des métastases

ganglionnaires analysée par coupes histologiques @& 27 % contre 66 % par RT-PCR.
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Ainsi, la technique de RT-PCR présentait une malesensibilité quant a la détection des
métastases et surtout des micrométastases, nalisédles sur coupes HES, expliquant cette

différence au niveau des résultats obtenus.

Le Cd, meétal lourd présent dans tous les QDs @ésiligusqu'a maintenant au
Laboratoire est connu pour étre toxique. Suite i ausorption digestive chez 'homme via
l'alimentation, il se distribue dans tous les omgmet notamment le foie et les reins et présente
une demi vie biologique dans I'organisme de 10 &aBf. Ce métal ne peut donc pas étre
utilisé en clinique. Ainsi, I'équipe du Dr. Ben®@ubertret du Laboratoire Photons et Matiere
(ESPCI, CNRS UPRAS5, Paris, France) avec qui nollabmrons, vient récemment de mettre
au point la synthése de QDs sans Cd composés deSfArnS (cceur/coque) émettant a
800 nm et stables en milieu biologique. Une étuttessuris saines portant sur l'inflammation
des GA et GTL, suite a l'injection de une a 5 flaisdose administrée (20-100 pmol) pour
'étude menée avec les QDs émettant a 780 nm epresrant du Cd, est en cours au
Laboratoire. Les prochaines études menées au Qersteeont avec ces nouveaux QDs.

Concernant la localisation des GS sur modéle decetadu sein murin, il est
indispensable, avant de commencer toute nouvelieétle mettre au point une technique de
détection permettant une quantification absolue détastases ganglionnaires. Notre choix
s’est porté sur la RT-PCR quantitative ou gRT-P&Rc comme gene cible toujours celui de
la CK19. Une fois la technique de détection desastates optimisée et validée pour le géne
de la CK19, la technique du GS sera réalisée avemaly QDs sur souris porteuses de
tumeurs mammaires et les GS seront localis&s/o par imagerie de fluorescence. Toutes les
études conduites jusqu’ici ont été menées suiténgedtion s.c. des QDs dans la partie
supérieure de la patte antérieure des souris. $gotapprocher toujours plus de la clinique, les
QDs seront administrés en s.c. au niveau de la uur(géri-tumoral). Par la suite, la
performance du test sera évaluée aprés calcul slnkibilité, de la spécificité et des valeurs

prédictives, puis comparée a celle de la technifgueférence.

Afin d’améliorer les performances du systeme d’ieragde fluorescence Fluobeam®
utilisé dans nos études, en terme de limite dectiétedes QDs dans les tissus et pour éviter
de travailler a I'obscurité, une collaboration \iete se créer avec la société Fluoptics de
Grenoble qui a développé et commercialisé ce systdlimagerie. Un nouveau systeme

d’'imagerie de fluorescence est en cours de dévetoppt, avec une longueur d’excitation a

139



Chapitre V : Synthése générale et perspectives

800 nm, permettant la manipulation de I'appardaé dumiere ainsi que sous les scialytiques
présents aux blocs opératoires, dont les speaireméux sont généralement compris entre
400 et 700 nm. En paralléle, de nouveaux QDs seymthétisés avec une longueur d’'onde
d’émission a 900 nm pour augmenter la profondeup@®étration de la lumiere dans les

tissus biologiques.

Une sonde portable de détection et de mesure deeficence est également en cours
de développement au Laboratoire permettant de téétec/ivo des QDs émettant dans le PIR
de maniéere locale et ponctuelle. Le principe déecginde se rapproche de celui de la sonde
de détection de radioactivité utilisée dans lanepe du GS standard. Le développement de
linstrument, présentant le choix des différentamposants utilisés et son principe de

fonctionnement, ainsi qu’une approche expérimergaid détaillés en Annexe I.
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Annexes

|. Développement d’un instrument portable de mesureet de

localisation des quantum dots

L’étude a porté sur le développement d’'un instruntavant répondre a 5 questions
essentielles en terme de sensibilité, fiabilitbusiesse, maniabilité et codt.

L'instrument est équipé de plusieurs composantso-bgcaniques construits
spécifiguement pour cette application (SD-Medié#jllecourt, France) dont certains seront
exhaustivement présentés. La Figure A présentstiliment portable, contenant la majorité
des modules décrits ci-aprés, a I'exception dearmyg externes : stylo optique et pédale de

commande.

Figure A. Photographie de I'instrument portable.

A. Synoptique et principe de fonctionnement

Le principe de fonctionnement consiste, avant dé&ren@n marche l'instrument, a
connecter la pédale de commande et les fibres yla eptique (excitation/réception) au
boitier central. A I'allumage (voir schéma synopgdgrigure B), le microcontréleur, la source
laser d’excitation, le capte@hannel Photomultiplie(CPM) et I'écran afficheur sont activés.
Le shutter placé devant la source d’excitatioreagposition fermée. L'utilisateur, apres avoir
placé I'extrémité proximale du stylo sur le tissarealyser, commande I'ouverture du shutter a

I'aide de la pédale.
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Le faisceau laser (diode lasekgy = 658 nm) accéde alors au milieu a exciter
contenant les QDs. Une partie de la lumiere dedsmence émise par les QDs est captée par
les fibres de réception du stylo optique. La lumiémise accede, via un connecteur, a un
module de focalisation orienté en direction deudaxe sensible du capteur CPM. Le signal
est alors acquis et traité par le microcontroleur.

Les 2 faisceaux de fibres (excitation et réceptgmmjt séparés a I'entrée du boitier, les
rendant particulierement vulnérables. Ainsi, un mledmécanique non décrit dans ce
document a été étudié pour les protéger.

Un haut-parleur géneére des sons allant des gréaibte(intensité du signal) aux aigus
(forte intensité du signal) selon le débit de phetaccédant au CPM. Dans un méme temps,
l'afficheur présente une barre graphe qui augmentediminue selon les intensités de
fluorescence recues.

Prototype QDs portable

Synoptique du circuit lumiere

Intensité laser
transmission
directe Atténuateur automatique Capteur de
d'intensité de lumiére Capteur: puissance
CPM 973 lumineuse

Miroir d_e Afficheur du
renvoi microcontréleur
Source de commande et
d’excitation Filtre passe- de traitemen
laser interne 658 haut 780 nm
nm LPM Micro-
Controle

Module de
focalisation du signal
de fluorescence

Shutter commandé par
bouton au pied a I'aide ‘
d'une pédale dEEiEen Y -
Connecteurs spécifiques
aux 2 groupes de faisceaux
Piece a main de de fibres optiques
type stylo optique Gaine de
I protection inox

Faisceau de fibres optiques de
Zone tissu I'émission de fluorescence
analysé

Figure B. Schéma représentant le parcours optique du cltouitre d’excitation et d’émission (QDs) ainsi que

'emplacement des divers composants de l'instrument
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B. Source d’excitation lumineuse

Une diode laser LPM658-65SE (Micro-contrble, Evigrance) de faible co(t,
émettant a une puissance continue et particuliarestable de 65 mW, a la longueur d’onde
nominale de 658 nm, a été choisie. Son profil d&&moin de forme gaussien, présente une
bande passante au 1/3 de sa hautettr2®5 nm centrée autour du pic d’émission.

Les intensités de fluorescence émises sont plusriamtes quand la profondeur de
localisation des QDs dans les tissus est faiblewr Rompécher de capter des intensités de
lumiére trop faibles ou saturantes, un montage -ogoanique automatisé a €été concu.
L'intensité de lumiere recueillie au niveau du eapt est analysée en continu par le
microcontréleur. Par une communication feed-badkeele capteur et le microcontréleur, ce
dernier assure le contrdle du module électro-opéoanique placé en sortie du faisceau laser
d’excitation. Le module est constitué d'un disquatatif sur lequel sont disposées
4 ouvertures : l'une vide laissant passer la passanaximale du laser, les 3 autres étant
équipées d'atténuateurs au FAP 1/106™ et 1/1006™ Le disque est actionné par un
moteur pas a pas piloté par le microcontroleur agitpnné selon lintensité lue par le

capteur.

C. Capteur de mesure d’intensité

La recherche d’'un capteur robuste et fiable a cibraprivilégier les composants
constitués de photodétecteurs de nouvelle génegrdtm société HTDS (Hi-Tech Detection
Systems, Massy, France), issue du groupe Perkiefztommercialise un capteur développé
autour de la technologie des photomultiplicatewispgésente des performances augmentées
en terme de sensibilité : le CPM973. La technolagiginale mise en ceuvre dans ce modele
de capteur (Figure C) permet damplifier considé@atent le signal recu par une
photocathode. Il convertit un trés faible niveauldmiere frappant la photocathode semi-
transparente, placée a la surface de la fenétretrd& en photoélectrons. Lorsque les
photoélectrons traversent la zone de séparatiore émtphotocathode et I'anode, ils sont

guidés et acceélérés pour entrer dans un canaMié@eur forme de S (Figure C).
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Photocathode Anode

-

i ’-I-“'—'= — m_ F > bl = -
\#f i

Channel Curved Channel Qutput
Entrance Connectors

Figure C. Schéma présentant la partie capteur d’'un moduld E€rkin-Elmer.

La forme particuliére de ce conduit permet aux pélgictrons de frapper ses parois en
tous points. A chacun de ces contacts avec la mhratonduit, un second (ou plusieurs)
électron(s) identique(s) au premier est(sont) é@ésconduit peut étre considéré comme une
dynode continue car le matériau déposé sur sedsppeoticipe a cet effet. Lorsqu’'un
photoélectron percute la photocathode a I'entré€EWM, il lui arrache un électron par effet
photoélectrique. Sous l'effet du champ électrigéeé&yé par I'alimentation, cet électron est
accelére et entre en collision avec les parois ahdait du CPM. Lors de cette collision,
I'énergie est telle qu'un ou plusieurs électroneniitjues sont générés. Chaque électron
ricoche plusieurs fois sur la paroi, de facon gadsortie du CPM, une amplification de
I'énergie de I'ordre de Fsoit obtenue. Le temps de réponse du CPM est gemme de 3 ns
pour un gain typique de YGvec un courant d’obscurité de I'ordre de 60 pA \rie en
fonction du gain et des longueurs d’ondes étudieidimentation en 2 points seulement
(+ et -) du Channeltron, se différencie du photdiplitateur a dynodes discretes malgré des

tensions identiguement importantes.

En résumeé

Les photomultiplicateurs sont des capteurs optigleegechnologies différentes des
photodiodes. C’est la recherche d’'un trés bas oieadétection qui nous a poussé a nous
orienter vers ce type de technologie, ainsi quéineension de la surface sensible (diametre
5 mm) qui est confortable pour notre alignemenigoat

Comparée aux photomultiplicateurs a base de dyngaiegénérent un niveau de bruit
a chaque dynode, le CPM n'ayant qu'une seule @iffée de potentiel entre I'anode et la

photocathode, son rapport signal sur bruit est gitaad.
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Chaque électron émis par la photocathode se mialtpl plusieurs électrons a chaque
collision avec les parois du Channeltron. Cettetiplidation est proportionnelle au gain
appliqué au module CPM (haute tension).

D. Stylo optique

Afin de permettre au clinicien d’effectuer une rexhein situ du GS sur un patient
avant exérese, il était nécessaire d’étudier ui @uain aisément maniable et ergonomique.
Un stylo optique relié a I'une de ses extrémitésnadule de traitement du signal par un
faisceau de fibres optiques d’excitation et depéoa des intensités de lumiere a été construit
(SD-Medical, Heillecourt, France et SEDI, Courcoures, France) (Figure D). Avec un
diametre de 14 mm et une longueur de 145 mm, saesengions sont proches d’un stylo
classique du commerce destiné a I'écriture (Fid)re

Figure D. Vue intégrale du stylo optique.

L’extrémité proximale de cet instrument comportee uienétre de protection de
fabrication spéciale, traitée anti-reflet sur lega2es (Optique Maris Delfour, Bondoufle,
France), derriére laquelle sont distribuées 8 $ilmgtiques dont une fibre d’excitation centrale
et 7 fibres de réception périphériques (Figure E).

Le faisceau d’excitation est transmis par lintediage d’'une fibre optique
silice/silice, d’ouverture numérique 0,22 et dentdre 600 um (SEDI, Courcouronnes,
France) puis est collimaté au diamétre de 3,8 nwa sortie a I'aide d’'une lentille KPX010-
AR14 (Micro-controle, Evry, France) générant ainsé surface d’excitation de 11,34 mm
(FigureE). Le rendement optique étant de 70 %, la puigsdiexcitation laser est équivalente
a 45,5 mW pour cette surface, ce qui représentertagiance maximale dans le rouge de
45,5x 100/ 11,34 = 400 mW/cm
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Les 7 fibres optiques de réception ont les mémexctaistiques et dimensions que la
fibre d’excitation, sont positionnées autour deteceterniere et centrées a 3 mm de l'axe
formé par le positionnement radial de chacune tkeelles (Figure E).

Figure E. Vue de la partie proximale du stylo optique. @stidgue les 7 entrées de réception de lumiéreépkac

autour d’'un disque interne (noir sur la photo) lpauel est transmise la lumiére collimatée d’'exmta

Le faisceau de 8 fibres optiques reliées au stgteéquipé d’'une gaine de protection
inox sur une longueur d’environ 2 meétres. A I'ertit® distale de ce faisceau, les 8 fibres
sont séparées en 2 parties :

- lafibre d’excitation, également montée dansegoad connecteur SMA905,
- les 7 fibres de réception, reliées entre-elles ypa connecteur male SMA905 (SEDI,

Courcouronnes, France).

Un module opto-mécanique, sur lequel est montaiseéau des 7 fibres de réception,
focalise la lumiére vers la partie sensible du @apCPM. Un second module devant lequel
est monté la fibre d’excitation focalise la lumigm®venant de la diode laser a l'aide d’'une
lentille KPX046 (Micro-contréle, Evry, France) diextrémité de la fibre.

E. Approches expérimentales

Contexte

o La sensibilité des capteurs de type photomuttpdiurs est diminuée lorsque la
lumiere progresse vers le PIR. Toutefois, le CPM&&Eé choisi, permettant d’effectuer des

mesures jusqu’a 900 nm. Sa courbe de sensibilig pgsente une efficacité quantique
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maximale d’environ 10 % a 500 nm, diminue progressient pour atteindre environ 2 % a
780 nm. Pour autant, les expériences réaliséesdege@QDs émettant a cette longueur d’onde
ont montré, en considérant les propriétés optigessmilieux traversési{, la €tg), que cette
faible sensibilité du capteur n’entachait pas laligg de I'information a cette longueur d’'onde

d’émission.

o Comme nous tentons de le démontrer ci-aprés, régigion, voire la perte
d’'information sur la localisation des QDs est & premier lieu a la distance, par perte
mémorielle de la direction initiale d’émission g#®tons. Le capteur recoit des photons émis
par la source d’émission mais distribués dans $olge directions de I'espace. Ce capteur
mesurera bien une intensité lumineuse provenaogtie source, mais I'observateur sera dans
lincapacité de connaitre précisément d’'ou ellevignat. En d’autres termes, a partir de cette
distance, lintensité de lumiére recue par le aaptee portera pas l'information de

localisation de I'émetteur.

o Or, dans un milieu diffusant, plus la distance emapteur et émetteur augmente,
plus les intensités de lumiére d’excitation recae la cible et d’émission provenant de la
cible diminuent, du fait de la distribution spagiales photons dans ce milieu. De ce fait, le
nombre de photons émis par unité de volume et diacgu se raréfie en fonction de
laugmentation de volume de milieu a traverser.bk@ption de la lumiére (excitatrice et
émise), dans un milieu qui est aussi absorbanthaotg proportionnellement a la distance
émetteur-récepteur. Ces variations d’intensité safiormatives et permettent de définir le
point ou la distance est minimale par rapport solarce d’émission (dans notre cas, les QDs).
La précision de la localisation restant en relaamec le pouvoir discriminant du capteur.
Définir la zone d’intervention en effectuant la mes comparative de l'intensité de lumiere
émise lors de la progression du stylo sur le tesstienvisageable pour le clinicien. Il est
toutefois nécessaire de considérer que cette $atimin est approximative du fait de

inhomogénéité du milieu concerné.
L’'étude expérimentale a été réalisée avec defirfaes de tissus, mimant les

propriétés photophysiques dans le PIR des tissmsaims qui seront rencontrés par le
clinicien applicant la technique du GS, ainsi quewne souris.
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Mesures réalisées sur fantbmes

Matériel et Méthodes

Ces fantbmes de diamétre 20 mm et d’épaisseunyxhacun, étaient constitués de
gélatine (10 %), d'intralipides (1 %) et d’hémogiud bovine (170 puM) présentant un
coefficient de diffusionus = 9,69 mnt', un coefficient d’absorptiop, = 0,056 mrit et une
anisotropie g = 0,968 a 800 nm [De Grand A.M. gtlaBiomed Opt 2006;11(1): 1-10].

Dans I'un de ces fantdbmes de 2,5 mm d’épaisseié antégré une concentration de
30 nM de QDs émettant a 780 nm, désigné « bolus ».

Des couches successives de fantdmes, placées lenstylo optique et le milieu
contenant le bolus de QDs (Figure F) permettemrdgresser par pas d'épaisseur de 2,5 mm,
de 0 & 20 mm. Des mémes couches de fantbmes detnegd permis de progresser par pas
de 2,5 mm et ont été placées successivement soniida contenant le bolus de QDs, allant
de 2,5a 20 mm.

Le but de cette étude a été d’observer d'une pantariation et la qualité du signal
obtenu en fonction de I'épaisseur formée entreyli® ®ptique et le bolus de QDs et d’autre
part, I'influence de la diffusion de lumiére souws douche des QDs sur le méme signal.

L’ensemble reposait sur un matériau de couleueraircarton Iégerement réfléchissant.

Stylo

Fantbme contena
les ODs (2,5 mn

Fantdbmes d’épaisseur |
mm chacu

Figure F. Représentation schématique du montage constitf@rdéme contenant le bolus de QDs (30 nM),
pris en sandwich entre des fantdmes de 2,5 mm idgga chacun, répartis au-dessus et en-dessous de

« bolus ». La base de couleur noire représentepast.
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Les mesures ont été réalisées jusqu’a des épessse 20 mm entre le stylo optique et
le bolus de QDs ainsi qu’entre le bolus de QDsadtdse. La moyenne de 3 mesures a été

retenue pour une analyse.

Résultats

La cinétique générale de décroissance du signfdreation de I'épaisseur de fantbme
(exemple en Figure G) était exponentielle dans piage d’épaisseur comprise entre 5 et
15 mm entre le stylo et le bolus de QDs (3 mespagsechantillon). Au dela de 15 mm, la
variabilité des mesures inter-échantillons n’éfdits exploitable dans I'appréciation de la
profondeur du milieu, du fait de I'importance dwibrDe plus, pour des épaisseurs comprises

entre 0 et 2,5 mm, le capteur saturait.

Toutes les courbes exponentielles obtenues sadpai$seur comprises entre le bolus
de QDs et la base, en fonction de I'épaisseur adffiae au dessus du bolus de QDs, bien que
légérement différentes, étaient monoexponentigtedonnées avec un®Rupérieur a 0,99
(Figure G).

R"2 = 0,99935

<
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8 7

§ 6—- Equation : y = Al*exp(-x/t1) + y0
(] J

o 5] yOo  1,27644 +0,03954
s 7] _ _ Al 10287677  +10,20034
‘-q—) 4- ——— fit monoexponentiel t1 1,81903 +0,06562
©

QL

‘»

c

9
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Epaisseur de fantbme au dessus du bolus QDs (mm)

Figure G. Intensité de fluorescence des QDs en fonctiorépaikseur de fantbme entre le stylo optique et le
bolus de QDs (30 nM) pour une épaisseur de fantmre le bolus de QDs et la base de 2,5 mm, réewsléc
l'instrument portable. Les carrés noirs représdrigsnpoints expérimentaux, la courbe rouge comesm une

régression monoexponentielle.

Une seconde analyse a été proposée. Elle cahsistalculer les coefficients de

variation des écarts vrais (symbole C), obtenus gmarstraction de la valeur théorique
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d’intensité calculée a I'aide du modeéle exponengielir chaque épaisseur de milieu comprise
entre le stylo optique et le bolus de QDs (symb®lea la valeur obtenue par la mesure
(symbole B), puis divisé par la valeur théoriqugmnibole A) en fonction de I'épaisseur
comprise entre le bolus de QDs et la base noirguCdonnait I'équation pour chaque valeur
obtenue : C = (A-B)/A.

Les écarts types des coefficients de variatianébarts vrais (Figure H) (symbole C)
ont été calculés en fonction des différentes éparssde fantdme comprises entre le bolus de
QDs et la base noire pour chaque épaisseur deuntiienprise entre le stylo optique et le
bolus de QDs. Les résultats ont montré que la muyeate ses variations, par rapport aux
valeurs d’intensités lues, était d’autant plus deaque I'épaisseur de fantdme entre le bolus
de QDs et la base était importante (Figure H).

25-
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A 5 -------------------------- — 12,5 mm
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Figure H. Moyenne des variations d’intensité de fluorescemesurées en fonction de I'épaisseur comprise

entre le bolus de QDs et la base (Iégende a droite)

Mesures effectuées sur une souris

Une expérience a été réalisée avec l'instrumaémntise souris SKH-1 (sans poil) apres
injection s.c. de 20 pL d'une solution a 1 uM desQR0 pmol) émettant a 780 nm dans la
patte antérieure gauche pour détection du ganghkdfaire. Les mesures ont été réalisées au
niveau de 3 sites sur la souris et répétées IFasire |) :

o Site 1: ganglion axillaire gauche dont la dis&stylo optique-ganglion axillaire
gauche était inférieure a 1 mm.
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o Site 2 : ganglion axillaire droit qui correspaidne distance stylo optique-ganglion
axillaire gauche a travers le corps de la souris@lenm.
o Site 3: patte postérieure gauche, a une distdecd cm du ganglion axillaire

gauche (zone loin du point d’injection).

Emplacement stylo optiqueg
au-dessus QDs

Emplacement QDs

Emplacement stylg
optique hors zone
QDs

Emplacement stylo optique
a 16 mm en face des QD¢

Figure I. Présentation des différentes positions du stgtigae pour les mesures de fluorescence sur urréssou

suite a I'injection de 20 pmol de QDs dans la patt&rieure gauche.

Les résultats donnés en pourcentage de l'intenstémale (de saturation du capteur)

sont présentés dans le tableau ci-apres.

Tableau. Intensités de fluorescence mesurées avec l'ingtnisur une souris SKH-1

Désignation de la mesure Moyenne des intensités
mesurées
Site 1: ganglion axillaire gauche 54 %
Site 2: ganglion axillaire droit 25 %
Site 3: patte postérieure gauche 12 %

L'intensité de fluorescence émise au niveau du3sde la souris (12 %) correspondait

a l'autofluorescence des tissus.
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Discussion

Les résultats obtenus paraissent optimistes dan$irdiées de profondeurs interfaces
entre la surface du tissu et le bolus de QDs. détsur le Fluobeam® a été privilégiée du fait
de sa capacité a présenter des images de fluooessenla localisation des QDs, alors que le
stylo optique portable, destiné en finalité au iclen, devra encore connaitre des
développements avant sa mise en fonction.

Un travail complémentaire orienté vers des analysesfantbmes et sur modele
animal sera réalisé pour affiner la précision, figria reproductibilité des mesures ainsi que

pour valider l'utilisation du stylo optique portabl

Perspectives

Si les chimistes synthétisent des QDs émettarst s I'infra-rouge, il sera nécessaire
de remplacer le capteur CPM (limité a 900 nm), wae photodiode a avalanche dont la
sensibilité spectrale couvre une bande allant jasges longueurs d’onde supérieures a

1000 nm, avec une efficacité quantique de pressdé.1
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Il. Influence of incubation time and sensitizer loalization on
meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin(mTHPC)-induced

photoinactivation of cells.

Sasnouski SRic E., Dumas D., Zorin V., D’'Hallewin M.A., Guillemin FBezdetnaya L.

Radiat Res 2007, 168(2): 209-17.
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Influence of Incubation Time and Sensitizer Localization on
Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC)-Induced
Photoinactivation of Cells

Siarhei Sasnouski,*” Emilie Pic,” Dominique Dumas,” Vladimir Zorin,® Marie-Ange D'Hallewin,* Frangois Guillemin®
and Lina Bezdetnaya®'
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Sasnouski, S., Pic, E., Dumas, D., Zorin, V., D’Hallewin,
M-A., Guillemin, F. and Bezdetnaya, L. Influence of Incuba-
tion Time and Sensitizer Localization on Meta-tetra-
(hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC)-Induced Photoinactivation
of Cells. Radiat. Res. 168, 209-217 (2007).

The present study addresses the impact of different aggre-
gation states of meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC)
on the photoinactivation of cells. Measurements of the pho-
tophysical properties of mTHPC in MCF-7 cells showed pro-
gressive sensitizer aggregation with increasing incubation
time. Reconstructed absorption spectra of intracellular m-
THPC showed a significant decrease in the molar extinction
coefficient and broadening of the Soret band at 24 h incuba-
tion compared to 3 h. Intracellular photobleaching of mTHPC
slowed down, and the profile changed from mono- to bi-ex-
ponential upon incubation. Fluorescence lifetime imaging
(FLIM) measurements revealed a substantial decrease in the
lifetime of mTHPC fluorescence at 24 h compared to 3 h. In
addition, the intracellular localization of mTHPC as observed
by fluorescence microscopy changed from a diffuse homoge-
neous fluorescence pattern at short incubation times to a
punctiform pattern at 24 h. The efficiency of photodynamic
therapy (PDT) assessed by a clonogenic assay was three times
greater at 24 h. However, when the survival curves were re-
plotted as a function of the number of absorbed photons, the
efficiency was 1.8 times greater at 3 h than at 24 h. The loss
of photosensitizing efficiency at higher mTHPC concentra-
tions was attributed to self-quenching of the triplet states of
the sensitizers. © 2007 by Radiation Research Society

INTRODUCTION

Photodynamic therapy (PDT) combines a photosensitiz-
ing drug and light to cause damage to pathologically pro-
liferating tissues, including tumors. Photosensitizer activa-

! Address for correspondence: CRAN UMR 7039 CNRS - INPL -
UHP. Avenue de Bourgogne, 54511 Vandceuvre-Les-Nancy cedex,
France, Centre Alexis Vautrin; e-mail: L.bolotine @nancy.fnclee.fr.
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tion by visible light results primarily in singlet-oxygen me-
diated photodamage (1, 2).

Foscan® or meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC)
is a second-generation photosensitizer (3) and is one of the
most effective sensitizers studied to date (7). It mediates
cell photodamage principally through singlet oxygen for-
mation (4), and its tumoricidal effect appears to be very
sensitive to oxygenation (5, 6). Fluorescence microscopy
studies in monoculture cells showed intense fluorescence in
the perinuclear region (7) with a significant accumulation
of mTHPC in the endoplasmic reticulum (ER) and Golgi
apparatus (8). mTHPC has been granted approval in Europe
for palliative treatment of patients with advanced head and
neck cancers, and it is considered to be a valuable thera-
peutic option for superficial tumors of the upper aero-di-
gestive tract (9, 10).

One of the parameters that influences the photophysical
behavior of sensitizers is their aggregation state. Aggregat-
ed photosensitizers generally have much lower fluorescence
and triplet-state quantum yields, resulting in a reduced
quantum yield of singlet oxygen (//, /2) and a decrease in
photosensitizing efficiency (/3-/5). Both monomer and ag-
gregated forms of photosensitizers can be present in cells.
Time-resolved fluorescence spectroscopy demonstrated that
there is a considerable amount of aggregated porphyrin spe-
cies in biomembranes (/6). Furthermore, porphyrin mono-
mers tend to aggregate in large clusters after prolonged in-
cubation in cells (/7). Similar to porphyrins, the incubation
time also influences the aggregation state of chlorin-type
compounds. mTHPBC has been reported to exist in several
aggregated forms after 24 h incubation in tumor cells (/8).
Fluorescence lifetime imaging (FLIM) measurements in
cells demonstrated a decrease in the lifetime of mTHPC
fluorescence from 7.5 ns to 5.5 ns with incubation times
from 1 to 6 h, respectively. This was interpreted as an en-
hanced formation of aggregates during incubation.

In this work we studied the impact of different aggre-
gation states of mTHPC on cell photoinactivation. Different
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aggregation states were obtained by varying the incubation
times of MCF-7 cells with mTHPC. The phototoxicity of
mTHPC at different incubation times was computed as a
function of the number of absorbed photons. For this pur-
pose, we used the parameters of the intracellular absorption
of mTHPC, photobleaching kinetics of mTHPC in cells,
and intracellular concentration of photosensitizer.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Photosensitizer

The photosensitizer mTHPC was kindly provided by Biolitee AG
(Jena, Germany). Stock solution was made by dissolving the powder in
100% ethanol at a concentration of 3 mM and keeping it at 4°C in the
dark. It was diluted further in RPMI 1640 medium (Gibeo, Cergy Pon-
toise, France) supplemented with 2% heat-inactivated fetal calf serum
(FCS) (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany). The final photosen-
sitizer concentration was 1.5 pM or 7.5 wM. Phosphate-buffered saline
(PBS, without CaCl, and MgCl,; pH 7.4) was obtained from Invitrogen.
Hepes and crystal violet were purchased from Sigma (France).

Cell Culture

Cells of the human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 were grown
in phenol red-free RPMI 1640 medium (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) supplemented with 9% heat-inactivated fetal calf serum (FCS)
(PAN Biotech GmbH), 1% penicillin (10 000 IU)-streptomycin (10,000
pg/ml), and 1% glutamine (200 mM) (Invitrogen). Cells were kept as
monolayers in a humidified incubator (3% CQ, in air at 37°C). Cell cul-
tures were reseeded every week to ensure exponential growth,

Photodynamic Treatment

Cells (10¢ cells/ml) were seeded in 50-mm petri dishes containing 4
ml of RPMI 1640 medium with 9% FCS. After 4 days, cells were washed
twice with PBS and incubated with fresh medium containing 2% FCS
with 1.5 pM mTHPC for 3 or 24 h. Cells were washed three more times
with PBS, resuspended in fresh cell medium, and then irradiated with a
650-nm diode laser (F-System, Coherent, Saclay) at a fixed fluence rate
of 2.12 mW/em?.

Fluorescence Photobleaching Experiments

Cells were preincubated in medium containing 2% FCS with 1.5 uM
mTHPC for 3 or 24 h. After photosensitization, the mTHPC fluorescence
intensity were recorded on a SAFAS Xenuis spectrofluorometer using
microplate reader (SAFAS, Monaco). Excitation wavelength was set at
420 nm. No photobleaching effects due to the spectrofluorometer exci-
tation source were observed. Cells were irradiated with a 650-nm laser
diode (F-System, Coherent, Saclay) at a fixed fluence rate of 2.12 mW/
cm?. The data were corrected for background by subtracting the fluores-
cence of control (drug-free) cells. The fluorescence intensity at 650 nm
was recorded after each irradiation, and the photobleaching curves were
constructed from these points. Data were fitted using a modified Leven-
berg-Marquardt non-linear fitting algorithm in the Origin 7.5 program.

Cell Viabiliry Assay

Cell viability was assessed by a clonogenic assay. Logarithmically
growing MCF-7 cells were collected from the monolayer with trypsin
immediately after PDT and seeded in triplicate into six-well plates at a
density of 500 cells per well. Nine days after treatment, the medium was
removed and colonies were fixed with 70% ethanol and stained with 1%
crystal violet (Pointet Girard, Cuchy) for 5 min. Excess crystal violet was
carefully washed off, and colonies composed of more than 50 cells were

counted with a robotized image analysis system (Techlab). Each experi-
ment was done at least three times. Cell survival was calculated by com-
paring treated samples to nonirradiated cultures (drug, no light). The plat-
ing efficiency of untreated control cells (no light, no drug) was 289 + 8
colonies/500 cells. Cells treated with drug only had a plating efficiency
of 266 = 11 colonies/S00 cells, thus yielding 92 % 4% survival.

Extraction of Intracellular mTHPC

Cells were incubated with 7.5 or 1.5 pM of mTHPC for 3 or 24 h.
After incubation, cells were washed with cold PBS, trypsinized, washed
in PBS, resuspended in RPMI 1640 medium, and centrifuged twice at
1500 rpm for 5 min. Cells were again resuspended in RPMI 1640 medium
and their concentration was determined using Thoma cells. Two milliliters
of cell suspension was then centrifuged at 1500 rpm for 5 min and
mTHPC was extracted as described recently (/9). The supernatant was
poured out and 3 ml of methanol was added to the pellet. The resulting
samples were sonicated for 10 min using Bransonic B-1200 E3 ultrasonic
cleaner (Roucaire, France) and centrifuged at 3500 rpm for 5 min. After
centrifugation, 1 ml of supernatant from each sample was added to 2 ml
of methanol, and the resulting mixture was introduced into a 10 % 10-
mm quartz cuvette. Emission spectra were determined using a Perkin-
Elmer LS 50B luminescence spectrometer. Spectra were collected be-
tween 60 and 700 nm (excitation wavelength 422 nm; photomultiplier
voltage 650 V). The fluorescence intensity at 650 nm from the cells
lysates was measured, and the mTHPC concentration was further calcu-
lated using a previously established calibration curve based on the molar
extinction coefficient of mTHPC in methanol of g,, = 29.600 M~! cm™!
(20).

Absorption Spectra of mTHPC

Cells were incubated with 7.5 pM of mTHPC for 3 and 24 h. The
suspensions of intact cells were obtained as described above. Three mil-
liliters of mTHPC-loaded cells were introduced into a 10 X 10-mm quartz
cuvette, and the absorption spectra were recorded using a PerkinElmer
Lambda 35 spectrophotometer equipped with an integrating sphere RSA-
PE-20 (Labsphere). For calculating true absorbances, we applied the
method proposed by Merzlyak and Nagvi (27), which consists of the
estimation of the true absorbance from a pair of absorption spectra, ob-
tained by positioning the sample at two different distances from the outer
entrance of the sphere. The apparent absorption spectra of mTHPC in
cells were measured at two distances, d, = 7 mm and d, = 2 mm, and
for further calculations of true absorbances we used the following equa-
tion:

D, (A) = DA, d)) = L{d,, d;) X {D (A d)) — D\ di)) (D)

where D, (\) is the true absorbance; D_, (A, d,) and D_ (A, d,) are the
apparent absorbances measured at d, and d,. respectively; L(d,, d,) is the
proportionality factor, defined as

D, (A, d))

Lid,, d,) = ;
U D ) = DAy, dy)]

(2)

where A, is the wavelength at which mTHPC does not absorb light.

Considering that the last absorption band of mTHPC peaks at 650 nm, we
chose a A, of 800 nm in our measurements. D, (A, d,) and D_ (), d.) are
the apparent absorbances measured at k. As an example, Fig. 1 displays
apparent absorption spectra of mTHPC at d, and d, together with the recon-
structed true absorption spectrum of mTHPC in cells. It is important to note
that in a parallel set of experiments we demonstrated the linearity between
mTHPC apparent absorption at 650 nm and cell content in the range (3-25)
> 10¢ cells/ml (data not shown). According to Merzlyak and Naqvi (21),
this linearity allows us to safely assume that the reconstructed absorption
spectrum is a good approximation of the true absorption spectrum. Reference
spectra of mTHPC in methanol were measured on a PerkinElmer Lamhda
35 spectrophotometer without an integrating sphere.
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FIG. 1. mTHPC extinction spectra for MCF-7 cells suspensions mea-
sured at distances of d, = 2 mm (dotted line) and d, = 7 mm (dashed
line) between the integrating sphere and cuvette. The reconstructed ab-
sorption spectrum (solid line) was obtained using Eq. (1). Cells were
incubated with mTHPC at an extracellular concentration of 7.5 wM at
37°C. For the measurements of extinction spectra, cell content was 5.6
X 10° cells/ml.

Laser Confocal Scanning Microscopy (LCSM)

MCE-7 cells (1 X 10* cells/ml) were plated into eight-well chambers
Slideflask (Nunc), incubated in the dark at 37°C with 1.5 uM mTHPC
for 3 and 24 h, rinsed in the medium, and immediately examined with a
confocal laser scanning microscope (SP-2 AOBS LCSM, Leica Micro-
systems, Germany). An optimal pinhole size of 60.64 wm was used to
exclude fluorescence light emitted from out-of-focus plane. An oil im-
mersion objective (63X) was used to capture each image of 512 X 512
pixels. mTHPC was excited with a helium/neon laser at 633 nm, and
mTHPC fluorescence was detected in the range 640—660 nm using an
acousto-optical beamsplitter (AOBS).

Fluorescence Lifetime Imaging Measurements

Cells (1 x 10* cells/ml) were inoculated into Labtek dishes and 4 days
later were incubated with 7.5 wM mTHPC for 3 or 24 h at 37°C. After
incubation, the cells were washed twice with RPMI 1640 medium. For
FLIM, we used two-photon excitation with a mode-locked Ti:sapphire
laser (MIRA 900E Coherent) pumped with an 8 W argon-ion laser (Verdi,
Coherent), which delivers a pulse width from 120 fs with a repetition
rate of 76 MHz. Using a cavity dumper, the repetition rate was reduced
to 2.76 MHz. The power of the excitation light in the focus was 5 mW.
The detection was performed in a non-descanted mode (NDD-PMT).
Time-correlated single photon counting was used for lifetime imaging.
SPC-730 TCSPC photon counting module (Becker & Hickl) was inter-
faced to the scan controller of the Leica SP2 CLSM laser scanning mi-
croscope (Leica Microsystems) equipped with an AOBS. The PMT was
built in the microscope attached to the non-descanted port, without dis-
crimination for the different emission wavelengths of the different probes.
Images at a 0.195-nm (x, y) pixel size were obtained for each case in
128 X 128 matrices at magnification 63X (numerical aperture = 1.32).
The decay analysis was performed using the SPCImage’ Version 2.8.3
software (Becker & Hickl). Every pixel of the fluorescence lifetime image
was achieved by software binning of 3 X 3 pixels of the image. The
instrument response function was measured on erythrosin (full width half
maximum equal to 220 = 15 ps) and used for deconvolution.

Calculation of Absorbed Dose of mTHPC in MCF-7 Cells

The number of absorbed photons was computed according to refs. (22,
23). The molecular absorption rate (AR) of mTHPC in photons per mol-
ecule per second (photons/molecule s'), is expressed as

AR = I, X o, 3

where o is the molecular absorption cross section (cm¥molecule) and ,
is the incident light intensity (photons/cm? s=").

Considering that o is related to & as o = 3.82 X 102" X & (24), Eq.
(3) becomes

AR = 3.82 X 102 [, X &, ()

where & is the molar extinction coefficient of the photosensitizer (M !
cm~'). The intensity of incident light, /,, does not change significantly
during its transmission through cells in the monolayer and can be con-
sidered as constant. Since a linear correlation between the intracellular
concentration of mTHPC and its fluorescence intensity was established
(data not shown), the intracellular fluorescence of mTHPC measured in
photobleaching experiments could be used as a measure of mTHPC con-
tent. The average number of photons absorbed by a single mTHPC-loaded
cell after irradiation time ¢ can be expressed as

D,..(photons/cell) = AR X N, X F,_ .oniD), (5)
where N, is initial number of mTHPC molecules in a single cell, de-
fined as

Ny =CXN, (6)
where C is average number of sensitizer moles per cell and N, is Avo-
gadro’s number; function F .(7) is the mono- and bi-exponential sen-
sitizer photobleaching and is defined as
[ — exp(—kn]

Fr®) = )
1

ALl — exp(=kn] | A[1 — exp(=k,)]

F.() = A
«“2 k, k,

(7

where &, k, and &, are the photobleaching rate constants for mono- and
bi-exponential decays, respectively; A, = 0.2 and A, = 0.8 are fractions
of sensitizer fluorescence that photobleach with k, and k, constants, re-
spectively. Therefore, Eq. (5) becomes

D, (photons/cell) = 3.82 X 10721 [, X ¢ X C X N, X F_ou(0). (8)

RESULTS
Intracellular Absorption Properties of mTHPC

Figure 2 shows the intracellular extinction spectra of
mTHPC in methanol and after 3 and 24 h incubation of
MCF-7 cells with 7.5 pM mTHPC. The molar extinction
coefficients were calculated from Lambert-Beer’s law using
optical densities from reconstructed absorption spectra (as
in Fig. 1) and intracellular mTHPC concentration after
chemical extraction in cells incubated with 7.5 pM m-
THPC. The intracellular concentrations of mTHPC for each
incubation time are given in Table 1. Compared to the ref-
erence spectrum of mTHPC in methanol, all intracellular
mTHPC spectra were red shifted (Fig. 2). Moreover, the
mTHPC spectrum at 24 h after incubation was character-
ized by a decreased extinction and a broadening in the Soret
band.

The molar extinction coefficients in the Soret band and
for 650 nm at all experimental conditions are summarized
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FIG. 2. Reconstructed mTHPC absorption spectra for MCF-7 cell sus-
pensions after 3 h (solid line) and 24 h (dashed line) incubation. The
reference spectrum of mTHPC in methanol is also shown for comparison

(dotted line). Cells were incubated with mTHPC at an extracellular con-
centration of 7.5 pM at 37°C.

in Table 1. The molar extinction coefficient mTHPC after
24 h incubation was about 1.5 times lower compared to 3
h incubation. Changes in the spectral band at 650 nm were
much less pronounced; however, &, was lower (by 17%)
at 24 h compared to 3 h. The spectral characteristics of
mTHPC observed after 24 h incubation could be taken as
a crude indication of aggregation.

Intracellular Localization and Fluorescence Lifetime
Imaging of mTHPC

After 3 h incubation, mTHPC had a diffuse and relatively
homogeneous localization pattern (Fig. 3A). After 24 h in-
cubation, we observed a punctuate bright fluorescence pat-
tern of mTHPC in the perinuclear region (Fig. 3B). Figure
4 shows mTHPC (7.5 wM) FLIM images in MCE-7 cells
after 3 and 24 h of incubation together with the correspond-
ing histograms of the fluorescence lifetime distribution of
mTHPC as a function of the number of photons detected
for the field of view (FOV). The different colors on the left
images correspond to various lifetimes as shown in the his-

SASNOUSKI ET AL.

23 um

FIG. 3. Confocal fluorescence images of m THPC in MCF-7 cells after
3 h (panel A) and 24 h (panel B) incubation. Cells were incubated with
mTHPC at an extracellular concentration of 1.5 uM at 37°C.

tograms at the right. The average lifetime for the given
FOV decreased from 8.5 ns after 3 h to 2.5 ns after 24 h
incubation time.

The detailed fluorescence decay analysis demonstrated a
mono-exponential decay for 3 h incubation and a bi-ex-
ponential decay for 24 h incubation with a x* in the range
of 1 to 1.5 (Table 2). The lifetime at 3 h appeared to be
8.7 ns (Table 2). Due to the heterogeneous localization pat-
tern of mTHPC at 24 h after incubation, FLIM measure-
ments were made at two distinct localization sites: in re-
gions with a diffuse fluorescence and in the bright spots.

TABLE 1
Parameters of the Photobleaching Rate Constants (k), Molar Extinction Coefficients (), and Intracellular
Concentrations (C) of mTHPC in MCF-7 Cells after Different Incubation Times

Parameter k, s e, M 'cm! C, moles/cell* C, moles/cell’
3h 64 £04) X 103 €650 = 30,000 + 1000 (1.6 £ 04) X 107 (86 £33) X101
&40 = 144,700 = 4800
24 h k= (78 £ 34) X 103 E¢s0 = 25,500 = 900 (24 £ 04) X 10~ (33 =08 x 105
k= (0.6 = 02) X 10 €40 = 97,700 * 3800

Notes. For determination of photobleaching rate constants, mTHPC was incubated at 37°C at an extracellular concentration of 1.5 pM. For deter-
mination of molar extinction coefficients, mMTHPC was incubated at 37°C at an extracellular concentration of 7.5 wM. Average values from at least

five different experiments * SD are shown.
« Extracellular sensitizer concentration 1.5 pM.
» Extracellular sensitizer concentration 7.5 pM.
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lifetime, ps
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FIG. 4. FLIM images of mTHPC in MCF-7 cells after 3 h (panel A)
and 24 h (panel B) incubation (left frame). Histograms of the lifetime
distribution of mTHPC fluorescence as a function of the number of pho-
tons detected for the field of view (right frame). The different colors on
the images correspond to various lifetimes as shown in histograms. Cells
were incubated with mTHPC at an extracellular concentration of 7.5 pM
at 37°C.

The mTHPC lifetimes 7, and 7, in diffuse regions were
about 1 ns and 4 ns with a predominant more rapid com-
ponent (63%). Even shorter lifetimes were detected in the
fluorescent spots, 0.3 ns and 2 ns, respectively, with a com-
parable contribution of both components (Table 2). Since
the value of 0.3 ns is very close to the resolution limit of
the system (0.25 ns), it was discarded in the further anal-
ysis.

Photobleaching of mTHPC

After 3 h incubation, we observed an increase in mMTHPC
fluorescence during the first 30 s of irradiation followed by
a mono-exponential decrease (Fig. 5) characterized by a
rate constant of 6.4 X 107% s~! (Table 1). Photobleaching
of mTHPC after 24 h incubation was best fitted by a bi-
exponential decay (Fig. 5. Table 1) with a very rapid first
rate constant (78 X 10* s ') and a slow second one (0.6
X 1072 71y,

Yields of mTHPC-Induced Cell Photoinactivation at
Different Incubation Times

MCF-7 cells were incubated with 1.5 uM mTHPC for 3
or 24 h and irradiated with different light fluences, and their
survival was further assessed by a colony-forming assay.
Figure 6 shows the fractions of live cells as a function of
either irradiation time (Fig. 6A) or of the number of pho-
tons absorbed (Fig. 6B). Considerably greater cell photo-
inactivation was observed after 24 h incubation at all flu-
ences applied (Fig. 6A). The photocytotoxicity data were

213

TABLE 2
Lifetimes (7) and Corresponding Pre-exponential
Factors (I) of mTHPC Fluorescence in MCF-7 Cells
for Different Incubation Times Measured Using

FLIM
Parameter T, NS I, % it 08 L, %
3h 0.10 = 0.003 35 8.69 + 0.41 65
24 h Diffuse 1.03. % 0.37 63 392 + 0.54 37
Spots 031 '£:0:22 55 1.97 £:0.35 45

Notes. Cells were incubated with mTHPC at an extracellular concen-
tration of 7.5 wM at 37°C. Average values from at least three different
experiments = SD are shown.

replotted, with the abscissa giving the numbers of absorbed
photons, calculated according to Eq. (8). The photophysical
parameters such as extinction coefficient &, intracellular
concentrations C, and photobleaching rate constants &, k,
and k, for both incubation times were taken from Tables 1
and 2. The replotted curves (Fig. 6B) demonstrated results
completely different from those depicted in Fig. 6A. Three
hours of incubation yielded much better photoinactivation
than 24 h. Photoinactivation yield was estimated by fitting
of these plots (Fig. 6B), according to the single-hit multi-
target survival model (25). In this model, the dependence of
the cell surviving fraction on absorbed dose is presented as

N= Nl = (1= exp=22a)], 9)

where N is the number of live cells after irradiation, N, is
the initial number of live cells, D, is the light dose required
to reduce the surviving fraction by 1/e (LD,;) on the linear
portion of the curve, D is the absorbed light dose, and n is
the parameter that determines the threshold dose (width of
the shoulder on the survival curve). Assuming that the ef-
ficiency of PDT is 1/D,, we find that this parameter is twice
as high at 3 h compared to 24 h. In other words, after 3 h
incubation, mTHPC inactivates 1.8 times more cells com-
pared to 24 h upon absorption of the same number of pho-
tons.

DISCUSSION

Hydrophobic sensitizers form dimers and higher micelle-
like aggregates in aqueous media, and their physical and
chemical properties differ noticeably from those of the mo-
nomeric sensitizer (26). Generally, monomeric forms of a
photosensitizer have a higher photodynamic efficacy com-
pared to aggregates (/4, 15, 27).

An increase in the incubation time of MCF-7 cells with
mTHPC leads to an enhanced accumulation of aggregated
species, as can be deduced from this study. Besides a bath-
ochromic shift of the Soret band maximum after 24 h in-
cubation (420 nm) compared to that in methanol solution
(415 nm), we observed a considerable reduction of the mo-
lar extinction coefficient of the Soret band at 24 h compared
to 3 h (Fig. 2, Table 1). The increase of the half-height
bandwidth of the Soret band at 24 h incubation (2040 cm ')
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FIG. 5. Photobleaching kinetics of mTHPC in MCF-7 cell monolayers
after 3 h (panel A) and 24 h (panel B) incubation. Cells were incubated
with mTHPC at an extracellular concentration 1.5 pM at 37°C. mTHPC
fluorescence was monitored at A, = 650 nm (X, 420 nm). Photobleach-
ing parameters are given in Table 2. Average values from three different
experiments = SD are shown.

relative to that at 3 h (1740 ¢cm™') can be considered as
another sign of aggregation.

Another parameter that is very sensitive to molecular ag-
gregation state is fluorescence lifetime (24). There are sev-
eral reports on the use of FLIM technique to study the
aggregation state of sensitizers (28-37). The influence of
the intracellular concentration and aggregation state of
AlPcS, on its fluorescence lifetime demonstrated a reduc-
tion in fluorescence lifetime at higher concentrations and
was attributed to the quenching of monomer fluorescence
by non-fluorescent aggregates (28). Likewise, the in vitro
decrease of the fluorescence lifetime of mTHPC during in-
cubation was attributed to formation of aggregates (29). We
performed FLIM measurements of mTHPC in MCF-7 cells
after 3 and 24 h incubation. For 24 h incubation, the life-
times were calculated separately in the regions with diffuse
localization and in the regions of high fluorescence inten-
sity (Fig. 3). Our results demonstrate that the fluorescence
intensity in the latter regions is considerably higher com-
pared to the diffuse regions (207.6 compared to 61.9 rela-
tive units). The lifetime of mTHPC at 3 h incubation ap-
peared to be 8.7 ns (Table 2) and is consistent with that of
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FIG. 6. Survival curves for MCF-7 cells after at 3 h and 24 h incu-
bation (clonogenic assay) after mTHPC-PDT treatment as a function of
irradiation time (panel A) and the number of absorbed photons per cell
by intracellular sensitizer (panel B). The number of absorbed quanta per
cell was obtained using Eq. (8). Cells were incubated with mTHPC at an
extracellular concentration of 1.5 pM at 37°C. Average values from
5-10 different experiments = SD are shown.

mTHPC monomers in ethanol (10 ns) (32). In general, fluo-
rescence decays at 24 h are considerably faster compared
to 3 h, and thus the lifetimes after prolonged incubation are
much shorter (Table 2). The shorter lifetimes at 24 h could
be the result of sensitizer self-quenching due to its high
concentration and aggregation, or they could be attributed
to interactions with cellular components and specific intra-
cellular medium properties. The changes in the aggregation
of mTHPC as suggested by FLIM confirm the absorption
spectroscopy data and are indicative of increased aggrega-
tion with increasing incubation time (Table 1).

mTHPC has been reported to be a moderately photolabile
compound (33). Its photodegradation and photoproduct for-
mation are dependent on oxygen (34). Photobleaching of
mTHPC is sensitive to aggregation state, with a preferential
photobleaching of the monomeric forms (35). We noticed
an initial increase in sensitizer fluorescence intensity at 3 h
incubation that is probably related to the initial localization
pattern of mTHPC (Fig. 5A). As we have shown previous-
ly, the primary sites of mTHPC localization and photodam-
age in MCF-7 cells at 3 h incubation are the ER and Golgi
apparatus (8, 36). Extending the incubation time to 24 h
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results in a leakage of mTHPC from the Golgi apparatus
with an enhanced accumulation in the ER (J9). Based on
this observation, we speculate that energy delivered in the
course of irradiation could promote redistribution between
the ER and Golgi apparatus and eventually result in loca-
tion of the photosensitizer in the sites favoring a higher
fluorescence yield. An increase in the fluorescence intensity
was observed earlier for hypericin (/5) and several phtha-
locyanines upon irradiation (37). The results were inter-
preted as a possible photoinduced disaggregation/relocali-
zation of sensitizers. In the present study, the initial increase
in fluorescence intensity was followed by a decrease, best
fitted by a mono-exponential equation, suggesting the pres-
ence of only one type of photosensitizer species, presum-
ably monomeric. This is also consistent with the FLIM re-
sults after 3 h incubation, where the lifetimes obtained were
comparable to those in ethanol solution.

The kinetics of photobleaching at 24 h incubation be-
came bi-exponential with a very rapid first phase (Fig. 5B,
Table 2). The photobleaching rate constant of the second
phase at 24 h was an order of magnitude lower than the
constant at 3 h, suggesting the formation of sensitizer ag-
gregated species upon prolonged incubation (Table 2).

As has been demonstrated for deutoporphyrin, an in-
crease in intracellular photosensitizer concentration may
lead to sensitizer self-association with the resulting self-
quenching of the triplet state (38). Such self-quenching con-
ditions can be achieved in vitro at a local sensitizer con-
centration of the order of 1 mM (38). The triplet excited-
state molecules are photoinactivated through two major
pathways: the reaction of triplet with either another triplet
or a ground state dye molecule and the reaction between a
triplet dye molecule and an oxygen molecule (39). These
two mechanisms are called D-D (dye-to-dye) and D-O
(dye-to-oxygen), respectively (40). Simulations with fluo-
rescein in solution showed that in the absence of D-D re-
actions, when the dye content is much lower than the ox-
ygen concentration, the probability of a reaction between
dye molecules is very low and photobleaching is a single-
exponential process (47). Therefore, we postulate that at 3
h the mono-exponential kinetics of photobleaching is con-
sistent with a predominantly D-O mechanism (Fig. 5). It
was reported earlier that an increase in the intracellular con-
tent of the sensitizer results in a change in the photobleach-
ing mechanism from singlet oxygen-mediated to triplet-me-
diated (23). With regard to the considerable increase in the
mTHPC concentration in the course of prolonged incuba-
tion, the probability of D-D reactions increases, resulting
in a more complicated photobleaching profile at 24 h. This
proposal is supported by the fact that in self-associated pho-
tosensitizer clusters, the availability of oxygen is limited
(42). A complex photobleaching behavior of mTHPC could
also be anticipated based on the FLIM data after 24 h in-
cubation (Table 2), where several lifetime components were
registered as a function of intracellular localization.

The observed photodynamic efficacy of mTHPC
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(1/LDg;,) at 24 h incubation is about three times greater than
at 3 h (Fig. 6A). It should be noted that this is not propor-
tional to the increase in the intracellular content of the sen-
sitizer, which is about 15 times greater (Table 1). However,
to compare the real yields of photoinactivation at different
incubation times, and thus different intracellular concentra-
tions, aggregated states, and intracellular localizations, the
number of absorbed photons per sensitizer molecule should
be taken into account. After calculation of the photodynam-
ic efficacy (PE = 1/D,), based on the absorbed light dose,
the EP,, appeared to be about 1.8 times greater than the
EP,,,. These results indicate that the aggregated species of
mTHPC have lower photodynamic activity compared to
monomers. In other words, an increase in the intracellular
content of the photosensitizer can lead to the formation of
a photoedynamically inactive sensitizer fraction. This has
been shown for other sensitizers such as hypericin, where
prolonged incubation with murine keratinocytes was shown
to decrease its cytotoxicity (/5). This was explained by a
sensitizer intracellular aggregation that was seen as sub-
stantial decrease in its fluorescence quantum yield.

We obtained D, values of 4.3 X 108 and 7.9 X 10® ab-
sorbed quanta per cell for 3 and 24 h incubation, respec-
tively (Fig. 6B). These values are comparable to those re-
ported for Photofrin (23, 43). For instance, in MLL cells,
the D, was 2.4 X 10° and appeared to be independent of
extracellular Photofrin concentration within the range of
1-25 uM (23), suggesting the absence of a change in the
sensitizer microenvironment and/or aggregation state.

We have shown in vitro that, per absorbed photon, the
efficacy of PDT is greater for short drug-light intervals.
The drug-light interval of 96 h used in clinical trials was
historically chosen to obtain the highest tumor to normal
tissue ratio of intratumoral photosensitizer content. How-
ever, as was shown recently in rodents and in humans, a
reduced drug-light interval resulted in greater therapeutic
efficacy, probably through a combination of indirect dam-
age, induced by vascular events resulting in tumor hypoxia,
and direct tumor destruction (44, 45). Our in vitro .model
could be a good approximation of the clinical situation
since the extracellular concentration of mTHPC used in our
study (1.5 uM) is very close to that in human plasma dur-
ing the first 24 h (46). Second, human plasma and vascular
endothelium show a relatively constant concentration of
mTHPC for the first 12 h with a very slow decrease over
the next days (46, 47), thus making our 24-h incubation
condition approximate the behavior of mTHPC in the hu-
man vascular compartment.

An important contribution of our study is that even at
much lower concentrations, the illumination can achieve
better results since the photosensitizer is mostly mono-
merized. It is therefore reasonable to presume that shorter
drug-light interval, resulting in a lower intracellular m-
THPC content, might prove more effective. Furthermore,
with the low intracellular photosensitizer concentration, ox-
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ygen consumption might also be reduced, thus further en-
hancing the effect (5, 48).

In conclusion, it was found that the photophysical prop-
erties of mTHPC depend greatly on the duration of incu-
bation of the cells. This effect can be explained on the basis
of different sensitizer localization patterns and concentra-
tions in cells. The higher intracellular content of the sen-
sitizer and the appearance of highly fluorescent regions at
24 h are accompanied by a substantial decrease of absor-
bance in the Soret band, bi-exponential kinetics of photo-
bleaching, and reduced fluorescence lifetimes compared to
3 h. Owing to self-quenching of sensitizer triplet states and
aggregation due to its high intracellular concentration, the
efficacy of PDT calculated as a function of the number of
absorbed photons is 1.8 times higher for 3 h incubation
compared to 24 h.
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V. Résumés sélectionnés de communications scieitjifes

Pic E.**, Robé A., Lassalle H.P., Bezdetnaya L., GuilleminNfarchal F.Quantum dots in
axillary lymph node mapping: biodistribution studly healthy mice 7" International
Symposium on Photodynamic Therapy in Clinical Pradte. Brixen, Italie, 7-11 octobre
2008.

Background: Breast cancer is the first cause of cancer deatingrwomen and its incidence
doubled in the last two decades. Several approdohdbke treatment of these cancers have
been developed. The axillary lymph node dissec{®ldND) leads to numerous morbidity
complications and is now advantageously replacedhbydissection and the biopsy of the
sentinel lymph node. Although this approach hasngtradvantages, it has its own limitations
which are manipulation of radioactive products podsible anaphylactic reactions to the dye.
As recently proposed, these limitations could imgple be by-passed if semiconductor
nanoparticles (quantum dots or QDs) were useduaseffcent contrast agents for thevivo
imaging of SLN. QDs are fluorescent nanoparticlé& wnique optical properties like strong
resistance to photobleaching, size dependent emissavelength, large molar extinction
coefficient, and good quantum vyield.

Methods: CdSe/ZnS core/shell QDs emitting around 655 nm weesl in our studies. 20

of 1 uM (20 pmol) QDs solution were injected subcutangoirsthe anterior paw of healthy
nude mice and the axillary lymph node (ALN) wasniifeed visually after injection of a blue
dye. In vivo fluorescence spectroscopy was performed on ALN reetbhe mice were
sacrificed at 5, 15, 30, 60 min and 24 h after @ijsction. ALN and all other organs were
removed, cryosectioned and observed in fluoresceniceoscopy. The organs were then
chemically made soluble to extract QDs. Plasmatioary and fecal fluorescence levels were
measured.

Results: QDs were detected in ALN as soon as 5 min and (@#tb after the injection. The
maximum amount of QDs in the ALN was detected 60 afier the injection and corresponds
to 2.42% of the injected dose. Most of the injed@ds remained at the injection site. No
QDs were detected in other tissues, plasma, uriddexes.

Conclusion: Effective and rapid (few minutes) detection of st lymph node using
fluorescent imaging of quantum dots was demonstrdthis work was done using very low

doses of injected QDs and the detection was dang asminimally invasive method.
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Pic E.*, Pons T., Clausse V., Bezdetnaya L., Guillemin Bubertret B., Marchal F.
Localisation des ganglions lymphatiques au moyenQdmantum Dots par imagerie de
fluorescence et étude de biodistribution par speuttrie de masse chez la sou@i®lloque
OptDiag 2009 Paris, 13-15 mai 2009.

Introduction : Le diagnostic des métastases ganglionnaires ldazemncer du sein est réalisé
par la technique du ganglion sentinelle (GS), iast a repérer et prélever le premier relais
ganglionnaire axillaire potentiellement métastagiqgGes GS sont repérés par injection d’'un
produit radioactif et d’un colorant bleu. Cependaqntelques inconvénients existent : chocs
allergiques ou anaphylactiques dus au bleu ou @oaalloide. De nouveaux marqueurs sont
ainsi proposés pour cette application, les Quaniots (QDs) : nanocristaux de semi-
conducteurs fluorescents. L'objectif de ce travadt de déterminer et comparer la
biodistribution des QDs chez la souris balb/c paeéhniques de détectionin vivo par
imagerie de fluorescence (IF) @t vivopar spectrométrie de masse (ICP-MS), technique de
référence.

Matériel et Méthodes: Les QDs utilisés émettant a 800 nm, sont composes d
CdTeSe/CdZnS cceur/coque, encapsulés dans unearigB2000 dont 33 % sont terminés
avec des groupements COOH. Vingt picomoles de @Dtisjectées en sous-cutané dans la
patte antérieure droite des souris, les ganglioiikiaes et thoraciques latéraux sont suivis
in vivo par IF pendant 10 jours. Les animaux sont ensaiteifiés et les organes sont images
ex vivopar IF. Une étude de biodistribution est égaleneffgctuée ; 9 cinétiques sont
étudiées allant de 5 min a 10 jours apres adméatistr des QDs. Les principaux organes et
excrétions ont été collectés et analysés par ICRMB le dosage du cadmium.

Résultats: Les QDs sont détectés dans les ganglions axillairésoraciques latéraux droits
des 5 min et jusqu’a 10 jours apres injection,|pagt ICP-MS. La cinétique d’accumulation
des QDs dans ces ganglions est similaire par teshhiques de détection. La dose maximale
en QDs dans ces 2 ganglions est observée 4 hiaétson et correspond a 1,36 % et 1,04 %
de la dose injectée (% ID) pour les ganglions aixds et thoraciques latéraux,
respectivement. Les QDs sont aussi présents darwdanes et s’accumulent en particulier
dans le foie, la rate et les reins avec des dose&54 % ID, 1,4 % ID et 1,1 % ID,
respectivement, 10 jours post-injection. Les QD# ggalement détectés dans le sang a toutes
les cinétiques mais ne sont pas éliminés de |'osgaa

Conclusion : Les QDs sont rapidement captés par 2 ganglions régionkea cinétique

d’accumulation des QDs dans ces ganglions estamipar IF et ICP-MS. L'IF peut donc
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étre utilisée pour suivre I'accumulation des QDsidaes ganglions, et ainsi, diminuer le

nombre d’animaux a utiliser.
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Titre : Localisation des ganglions sentinelles au moye&® quantum dots. Application au
cancer du sein

Résumeé

Le statut ganglionnaire a la valeur pronostiquplles importante chez les patientes atteintes d’'un
cancer du sein, le taux de survie étant corrél@@ubre de ganglions envahlBans le traitement des
cancers du sein opérables d'une taille inférielBecdn, la technique du ganglion sentinelle (GS)place
le curage ganglionnaire de stadification. Toutefaistte technique nécessite I'emploi simultané de
radioisotopes et de colorants physiologiques ptasedivers effets secondaires. Ainsi, notre sfiata été
de tester, sur modéle pré-clinique de nouveawetmacfluorescents, les Quantum Dots (QDs), pour la
technique du GS.

Une étude sur la détection vivo du ganglion axillaire (GA) par spectrofluorimétfibrée aprés
injection sous-cutanée (s.c.) de QDs émettant ldamsige a été réalisée et leur quantificatorivo a été
effectuée par spectrofluorimétrie jusqu'a 24 h.t@wail a montré I'accumulation rapide et sélectiles
QDs dans le GA chez la souris. Une étude sur Eigationin vivo de 2 ganglions régionaux par imagerie
de fluorescence a été réalisée suite a 'admitistra.c. de QDs émettant dans le proche infrardB¢fe)
ainsi qu’une étude de biodistributi@r vivo par spectrométrie de masse (ICP-MS). Les résuitattsnus
ont montré que l'imagerie de fluorescence pouvaé @étilisée aprées injection de QDs pour localiser
suivre leur accumulation dans les ganglions supel$i chez la souris saine. Pour se rapprocheade |
clinique, le repéragim vivo du GS axillaire a été investi sur modéle tumoratimde cancer du sein par
imagerie de fluorescence apres administration decQDs émettant dans le PIR. Deux techniques de
détection des métastases ganglionnaires ont éses puis comparées : I'histologie conventiormetlla
RT-PCR. Tous les GS axillaires ont été détentésvo par imagerie, sauf un GS qui était complétement
envahi par les cellules tumorales et la meillenmidience de métastases ganglionnaire a été obsmreée
la RT-PCR.

Ainsi, les QDs pourraient étre utilisés comme stiisties marqueurs actuellement employés dans
la technique du GS pour les cancers du sein.
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Title : Sentinel lymph node mapping with quantum dots. Beast cancer application.
Abstract

Lymph node (LN) status is the most important pragicofactor in breast cancer patients and a
determinant predictor of recurrence and survivaltbe treatment of operable breast cancers witizea s
inferior of 3 cm, the sentinel lymph node biopsy{B) substitutes the axillary LN dissection. Howgve
this technique requires the simultaneous use aflmcolloid and a physiologic dye, which presenesal
secondary effects. Thus, our strategy was to tespreclinical model the new fluorescent markers,
Quantum Dots (QDs) for SLNB.

A study onin vivo axillary LN (ALN) mapping by light induced fluoresance was performed after
subcutaneous (s.c.) injection of red-emitting QDwl dheir ex vivo quantification was realized by
spectrofluorimetry for up to 24 h. We showed a &gl selective accumulation of QDs in ALN in heglth
mice. Anin vivo study on localization of 2 regional LNs by fluoreace imaging was carried out after the
s.c. administration of near-infrared (NIR) emittiQdds along withex vivo biodistribution study by mass
spectroscopy (ICP-MS). Obtained results shownfthatescence imaging can be used after QDs injectio
to map and follow their accumulation in superfididls in healthy mice. To approach the human clinia
best possible way, sentinel ALN mapping was ingeséd after s.c. delivery of NIR emitting QDs in
murine breast cancer model by fluorescence imadimgn techniques for LN metastasis detection were
used and compared: conventional histology and RR-PAll sentinel ALNs were locateth vivo by
imaging except one ALNs which was completely invhd®y cancer cells and best incidence of LN
metastasis was registered by RT-PCR (60 %).

Thus, QDs could be used as a substitute for thé&ergicurrently employed in SLNB in breast
cancers.
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