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IMC   Indice de masse corporelle 

In   Indium 

IRM   Imagerie par résonance magnétique 

iv.   Intraveineuse 

kDa   kilodalton 

MET   microscopie électronique à transmission 

MPS   Mononuclear phagocyte system 

NPSi   Nanoparticules de silice 

NPSi (non) cov. NPSi dont la cyanine 7 est liée de façon (non) covalente 

OSNA   One step nucleic acid amplification 

P   Phosphore 

(q)PCR  (quantitative) polymerase chain reaction 

PEG   Poly(éthylèneglycol) 

PIR   Proche infrarouge 

PL   Photoluminescence 

pt inj   Point d’injection 

QDs   Quantum dots 

RT   Reverse transcriptase 

S   Soufre 

sc.   Sous-cutané 

Se   Sélénium 

SiO2   Dioxyde de silicium 

SRE   Système réticulo-endothélial 

Te   Tellure 

TEOS   Tetraethoxysilane monomérique 

TNM   Tumor Node Metastasis 

UA (AU)  Unité arbitraire (Arbitrary Unit) 

UICC   Union for International Cancer Control 

UV   Ultraviolet 

Zn   Zinc 
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Introduction 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

et engendre des dépenses assez importantes. 

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

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

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

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

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

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

ganglions lymphatiques. 

 

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

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

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

 

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

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

GS est envahi par les cellules métastatiques.  

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

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

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

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

I. Cancer du sein et drainage lymphatique du sein 

A. Epidémiologie et classifications du cancer du sein 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

i. Structure du sein 

La fonction biologique du sein est de 

produire du lait afin de nourrir un nouveau-né. 

Chaque sein contient une glande mammaire et du 

tissu de soutien comprenant des vaisseaux, des 

fibres et de la graisse (Figure 1). Chaque 

compartiment contient des lobules, qui 

produisent le lait en période d’allaitement, et des 

canaux qui transportent le lait vers le mamelon. 
 

Figure 1 : Structure du sein [14] 

 

ii. Classification de l’OMS 

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

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

Les adénocarcinomes, tumeurs se développant aux dépens du tissu épithélial 

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

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

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

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

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

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

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

 

iii. Classification Tumor Node Metastasis (TNM)  

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

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

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

aujourd’hui la classification internationale la plus utilisée. 

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

T : Tumeur primaire 
Tx Tumeur primaire ne pouvant être évaluée 
T0 

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

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

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

Tumeur ≤ 1 mm 
1 mm < Tumeur ≤ 5 mm 
5 mm < Tumeur ≤ 10 mm 
10 mm < Tumeur ≤ 20 mm 

T2 20 mm < Tumeur ≤ 50 mm 
T3 Tumeur > 50 mm 
T4 

T4a 
T4b 
T4c 
T4d 

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

N : Ganglions lymphatiques régionaux 
Stade clinique pré-thérapeutique 
Nx Ganglions régionaux ne pouvant être évalués 
N0 Pas de métastases ganglionnaires 
N1 Métastases ganglionnaires axillaires homolatérales mobiles 
N2 

N2a 
 
N2b 

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

N3 
N3a 
N3b 
 
N3c 

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

Stade anatomopathologique postchirurgical (pathologique) 
pNx Ganglions régionaux ne pouvant être évalués 
pN0 

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

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

pN1 
 

pN1mi 
pN1a 
pN1b 
 
pN1c 

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

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

pN2 
pN2a 
pN2b 

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

pN3 
pN3a 
pN3b 
 
pN3c 

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

M : Métastases à distance 
M0 Pas de preuves cliniques de métastases à distance 
cM0(i+) Pas de preuves cliniques de métastases à distance mais détection moléculaire ou 

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

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

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

Tableau 2 : Classification par stade UICC [19] 

0 Tis N0 M0

I T1 N0 M0 

T0 N1 M0 

T1 N1 M0 

IIA 

T2 N0 M0 

T2 N1 M0 IIB 

T3 N0 M0 

T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1 M0 

IIIA 

T3 N2 M0 

T4 N0 M0 

T4 N1 M0 

IIIB 

T4 N2 M0 

IIIC Quel que soit T N3 M0 

IV Quels que soient T et N M1 
 

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

préférentiellement par la voie lymphatique. 
 

B. Système lymphatique  

1. Voies de drainage lymphatique du sein 

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

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

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

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

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

(Figure 2).  
 

Le parenchyme mammaire superficiel est drainé préférentiellement vers la région 

ganglionnaire lymphatique axillaire alors que le parenchyme glandulaire profond est drainé 

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

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

2. Formation de la lymphe 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

lymphatique. 

P c (17)

P i (11)

π c (25)

π i (10)

π l (10)

Ultrafiltration Réabsorption

Passage dans les 
lymphatiques

P c (17)

P i (11)

π c (25)

π i (10)

π l (10)

Passage dans les 
lymphatiques

Ultrafiltration Réabsorption

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

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

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

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

chirurgical par exemple [24]. 

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

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

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

3. Structure et organisation des vaisseaux lymphatiques 

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

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

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

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

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

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

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

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

A BA B

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

                                                 
e Œdème : Gonflement d'un organe ou d'un tissu dû à une accumulation ou un excès de liquides dans le milieu 
interstitiel. 
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Les fenêtres entre les cellules endothéliales peuvent donc être élargies par les 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

être initiée si des substances étrangères sont détectées. 

4. Structure d’un ganglion lymphatique 

Les ganglions lymphatiques sont de 

petites structures en forme de haricot, 

généralement de taille inférieure à 2,5 cm 

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

le long des vaisseaux lymphatiques dans tout 

l’organisme, à l’exception du système 

nerveux central et des os. 

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

 

Plusieurs vaisseaux lymphatiques afférents apportent la lymphe au niveau du ganglion 

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

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

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

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

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

ganglions 

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

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

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

phagocytose.  

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

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

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

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

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

pas directement les nanoparticules comme étant étrangères mais ils reconnaissent des 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

toxicité [39]. 
 

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

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

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

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

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

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

du ganglion sentinelle 

A. Bases théoriques de la technique du ganglion sentinelle 

1. Définition et historique du ganglion sentinelle 

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

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

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

lymphophiles.  

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

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

sont appelés ganglions de second échelon. 

 
Figure 6 : Schéma définissant le ganglion sentinelle [45] 

2. Mécanismes de dissémination métastatique dans le ganglion 

sentinelle 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Certains facteurs morphologiques, biochimiques, physiopathologiques ou moléculaires 

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

envahissement ganglionnaire [46,50,51].  
 

3. Déroulement de la technique de biopsie du ganglion sentinelle 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. Curage axillaire et traitements post-chirurgicaux 

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

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

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

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

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

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

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

curage axillaire [52].  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

curage axillaire est systématiquement réalisé, étant donné le risque important 

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

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

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

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

des traitements antérieurement reçus, … [61]. 

5. Intérêt et recommandations de la technique du ganglion 

sentinelle  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Situation clinique Recommandation pour une 
biopsie du GS Niveau de preuve* 

Tumeur T1 ou T2 Acceptable Bon 

Tumeur T3 ou T4 Non recommandé Insuffisant 

Tumeur multicentrique Acceptable Limité 

Cancer du sein inflammatoire Non recommandé Insuffisant 

Carcinome canalaire in situ avec mastectomie Acceptable Limité 

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

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

Insuffisant 

Ganglions axillaires suspects, palpables Non recommandé Bon 

Age avancé Acceptable Limité 

Obésité Acceptable Limité 

Cancer du sein chez l’homme Acceptable Limité 

Grossesse Non recommandé Insuffisant 

Evaluation des ganglions mammaires internes Acceptable Limité 

Biopsie d’excision préliminaire Acceptable Limité 

Chirurgie axillaire préalable Non recommandé Limité 

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

Non recommandé Insuffisant 

Après une thérapie systémique préopératoire Non recommandé Insuffisant 

Avant une thérapie systémique préopératoire Acceptable Limité 
 

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1. Capture des traceurs par les capillaires lymphatiques 

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

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

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

une imagerie dynamique puisque plusieurs vaisseaux lymphatiques qui drainent une même 

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

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

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

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

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

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

 

2. Traceurs utilisés pour le repérage du ganglion sentinelle 

i. Colorant bleu seul 

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

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

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

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

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

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

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

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

isosulfan [69]. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ii. Radiocolloïde seul 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

repérage du GS se fait à l’aide de colloïde sulfurés, d’étain ou de phytate marqués au 
99mTc [84,85] ; en Australie, le marqueur radioactif le plus utilisé est le trisulfure d’antimoine 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

10 le lendemain de l’injection. 

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

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

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

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

 

iii. Combinaison des deux techniques  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

lymphatique [98,99].  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

La méthode combinée présente de nombreux avantages mais elle nécessite une 

coopération multidisciplinaire entre le chirurgien, le médecin nucléaire et 

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

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

proches [96]. 

3. Facteurs affectant l’identification du ganglion sentinelle 

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

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

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

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

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

taux d’identification. 
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i. Caractéristiques liées au patient 

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

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

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

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

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

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

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

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

femmes ayant un IMC moyen [101].  

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

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

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

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

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

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

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

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

des résultats faux-négatifs (Figure 7).  

A

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ii. Caractéristiques liées à l’injection 

Site d’injection 

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

péritumoral - Figure 8) en fonction des équipes. 

 

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

échographie.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

réduisant ainsi les phénomènes de masquage du GS. 

Volume de traceurs injecté 

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

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

grands volumes d’injection permet d’augmenter les chances de visualisation du GS.  

30 



Synthèse bibliographique 

Ainsi, en passant de volumes d’injection de traceurs radioactifs inférieurs à 3 mL à des 

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

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

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

proches [87,115].  

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

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

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

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

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

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

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

d’interventions réalisées [115]. 

 

Période d’apprentissage de l’équipe 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

chirurgien [120]. 

C. Examen anatomopathologique du ganglion sentinelle 

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

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

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

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

par biologie moléculaire.  

31 



Traitement chirurgical des cancers du sein par biopsie du ganglion sentinelle 

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

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

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

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

1. Différentes étapes de l’examen par coupes histologiques 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(CK).  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ressemblent fortement à des cellules lymphoïdes [59]. 

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

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

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

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

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

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

pluridisciplinaire.  

2. Analyse par biologie moléculaire : One Step Nucleic acid 

Amplification (OSNA) 

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

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

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

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

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

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

pourrait avantageusement remplacer les techniques actuelles de diagnostic peropératoire du 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

familiarisés avec cette technique [130]. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

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

fluorescence proche infrarouge 

A. Bases théoriques de la fluorescence 

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

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

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

Plusieurs caractéristiques telles que le rendement quantique de fluorescence (nombre 

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

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

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

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

fluorescence et au coefficient d’extinction molaire.  

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

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

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

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

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

 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Stokes). 

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

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

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

B. Avantages et inconvénients de l’imagerie de fluorescence 

proche infrarouge 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

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

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

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

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

(Figure 11).  

 

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

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

tissus sus-jacents [138]. 

Les problèmes de quantification sont 

liés au fait que le transport de la lumière dans 

les tissus n’est pas linéaire : les photons 

peuvent être absorbés, diffusés, réfléchis ou 

réfractés (Figure 12).  
 

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

 

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

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

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

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

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

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

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

Durant sa propagation dans les tissus, 

la lumière est déviée de sa trajectoire initiale 

de nombreuses fois à cause de la présence 

d’éléments diffusants. Après une courte 

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

toutes les directions de l’espace (diffusion 

isotropique) et rencontre de nombreuses 

molécules absorbantes (Figure 13). 

 

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

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

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

 

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

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

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

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

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

Il existe actuellement plusieurs systèmes d’imagerie de fluorescence infrarouge 

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

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

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

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

Nom Spy® Photodynamic Eye IC View 
Fabricant, 
Pays 

Novadaq Technologies, 
Canada 

Hamamatsu Photonics,  
Japon 

Pulsion Medical Systems, 
Allemagne 

λ excitation 806 nm 760 nm 780 nm 
Puissance 
du laser  2,0 W en sortie n.m. 0,16 W 

Dimension 
du champ de 
vision 

56 cm2 n.m. n.m. 

Distance 
tête optique/ 
zone 
d’intérêt 

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

Caméra portative 

λ émission 830 nm < 820 nm > 820 nm 
Traceurs 
utilisés Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine Vert d’indocyanine 

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

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

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

Photo du 
système 

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

 

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

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

Fluoptics, 
France 

Beth Israel Deaconess 
Medical Center, USA 

Beth Israel Deaconess 
Medical Center, USA 

λ excitation 
Lumière blanche +  
690 nm ou 780 nm 

Lumière blanche,  
670 nm et 760 nm 

Lumière blanche,  
670 nm ou 760 nm 

Puissance 
du laser  3 mW.cm-2 4 mW.cm-2 (exc. 670 nm),  

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

Dimension 
du champ de 
vision 

Zoom ajustable de  
2,2 x 1,7 cm à 15 x 11,3 cm 12 x 9 cm 

Distance 
tête optique/ 
zone 
d’intérêt 

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

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

Traceurs 
utilisés 

Quantum Dots, IRDye 
800CW, AngioStamp® Vert d’indocyanine, bleu de méthylène, Quantum Dots 

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

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

Photo du 
système 

  

 

 
Références [143] [144] [145] 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

caractéristiques physico-chimiques 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

organe. 

1. Taille des particules du traceur  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nanoparticules de 50 nm de diamètre [147].  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nanoparticules [157,158]. 

2. Chimie de surface du traceur 

i. Hydrophilicité 

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

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

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

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

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

polaire [159,160].  

ii. Charge de surface 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

leur charge de surface [152,157].  

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

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

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

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

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

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

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

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

colloïdale dans l’eau n’est pas assurée. 

iii. PEGylation 

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

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

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

foie et la rate.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

A B

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nanoparticules par les ganglions lymphatiques [151].  

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

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

temps de circulation dans l’organisme et une meilleure séquestration par les GS [151,152,168].  

44 



Synthèse bibliographique 

Cependant, l’augmentation de la longueur des chaînes de PEG accroît leur 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

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

infrarouge et les caractéristiques des nanoparticules permettant une bonne migration 

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

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

du ganglion sentinelle 
 

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

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

organiques. 

Les nanoparticules inorganiques sont composées par les Quantum Dots et les 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

peuvent toutefois être résolus en encapsulant les fluorophores organiques dans des 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de clairance empruntée. 

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

A. Quantum Dots 

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

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

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

leur utilisation dans les milieux biologiques. 

1. Propriétés photophysiques de la structure cœur/coque des 

Quantum Dots 

i. Rôle du cœur dans la fluorescence des Quantum Dots 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nomme « bande de conduction ».  

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

Alors que dans un matériau conducteur, la bande de valence et la bande de conduction se 

chevauchent, permettant le passage des électrons de l’une à l’autre, dans un matériau isolant, 

la bande de valence et la bande de conduction sont séparées par un large bande gap, ne 

permettant pas le passage d’électrons de la bande de valence vers la bande de conduction 

(Figure 16). Dans un semi-conducteur, le bande gap est plus faible, permettant le passage des 

électrons vers la bande de conduction en cas d’apport d’énergie externe, comme par exemple, 

lors de l’absorption d’un photon (Figure 16) [180]. 

 
Figure 16 : Structure électronique d'un matériau conducteur, semi-conducteur ou isolant [180] 

 

Les QDs sont des particules dont le diamètre du cœur est compris entre 2 et 10 nm. 

Cette petite taille est à l’origine du confinement quantique des électrons dans les trois 

dimensions. Ce confinement limite le nombre de niveaux d’énergie qu’un électron peut 

occuper (Figure 17). Lors de l’excitation de ce cristal par l’absorption d’un photon d’énergie 

équivalente à l’énergie du bande gap, un électron excité de la bande de valence peut occuper 

un niveau d’énergie de la bande de conduction, ce qui crée, en parallèle, un « trou » dans la 

bande de valence. Une telle transition est donc à l’origine d’une paire électron-trou ou exciton 

dans le cristal. Lorsque l’électron excité retourne à son état fondamental, il se recombine avec 

le « trou » de la bande de valence en émettant de l’énergie sous forme d’un photon dont 

l’énergie est équivalente à celle du bande gap [181].  
 

 

En diminuant la taille du cœur du QD, le 

confinement des électrons augmente, ce qui accroît 

l’énergie du bande gap (Figure 17).   
Figure 17 : Structure électronique des 
semi-conducteurs sous forme massive ou 
nanoparticulaire [180] 
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Tous les photons du spectre UV-visible ayant une énergie supérieure à celle du bande 

gap peuvent être absorbés par les QDs. En faisant varier la composition du cœur du QD, la 

bande d’énergie interdite varie également. L’énergie du photon émis étant lié à la valeur 

d’énergie du bande gap, une variation de la taille du bande gap est synonyme d’une 

modification de la longueur d’onde du photon émis.  

Pour les petits QDs dont le bande gap est important, l’énergie du photon émis est 

élevée, ce qui signifie que sa longueur d’onde est faible. A l’inverse, les gros QDs présentent 

un faible bande gap et émettent des photons de faible énergie et donc de grande longueur 

d’onde (Figure 18). 

 
Figure 18 : Longueur d'onde d'émission des QDs de composition identique en fonction de leur taille [180] 

 

ii. Importance de la couche inorganique recouvrant le cœur des Quantum Dots 

Les QDs composés uniquement d’un cœur de semi-conducteurs sont instables et 

peuvent rapidement être dégradés par photooxydation, engendrant une toxicité liée à la 

libération d’ions de métaux lourds [182]. Le rendement quantique de tels QDs étant faible, leur 

utilité reste minime. Ces deux problèmes sont liés à la structure même du QD combinant un 

très grand nombre d’atomes en surface à un faible volume de nanoparticule. A l’échelle 

nanométrique, les atomes de surface jouent un rôle majeur dans les propriétés catalytiques, 

électroniques et optiques. Lorsque le diamètre d’une nanoparticule sphérique diminue, le ratio 

de sa surface sur son volume augmente rapidement, plaçant un grand nombre d’atomes en 

surface. Ces atomes de surface, ne pouvant pas établir de liaisons chimiques avec des 

molécules voisines, se retrouvent avec des orbitales électroniques inoccupées. Ces orbitales 

peuvent piéger les porteurs de charges que sont les électrons excités de la bande de 

conduction, empêchant ainsi la recombinaison de la paire électron-trou à l’origine de 

l’émission d’un photon, et diminuant donc le rendement quantique de fluorescence des 

QDs [180]. Ces atomes de surface présentent une forte réactivité chimique vis-à-vis de 

l’environnement proche du QD et sont à l’origine de l’instabilité chimique de la 

nanoparticule. Afin de prévenir ces effets indésirables, les liaisons chimiques libres de surface 

peuvent être saturées par la présence d’une couche inorganique.  
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La couche inorganique est, de façon générale, composée d’une association d’atomes 

de Cd, Zn, S ou Se. Cette couche présente un bande gap de haute énergie, confinant de façon 

efficace les électrons à l’intérieur du cœur du QD et augmentant ainsi son rendement 

quantique de fluorescence [180]. Cependant, l’épaisseur de cette coque doit être optimisée afin 

de protéger le cœur du QD de la photooxydation et de la dégradation sans altérer ses 

propriétés photophysiques. 

 

iii. Avantages des Quantum Dots par rapport aux fluorophores organiques 

Les QDs présentent de forts coefficients d’extinction molaire (de l’ordre de 0,5 à 

5.106 M-1.cm-1), ce qui, associé à un bon rendement quantique de fluorescence, les rend très 

brillants, même dans les conditions in vivo où les intensités lumineuses sont fortement 

atténuées par les phénomènes d’absorption et de diffusion de la lumière [183]. Avec des 

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

plus faibles (de l’ordre de 5 à 10.104 M-1.cm-1), les fluorophores organiques sont beaucoup 

moins brillants que les QDs [183]. 

Une structure cœur / coque produit des QDs avec une photostabilité exceptionnelle, 

plusieurs milliers de fois supérieure à celle obtenue avec les fluorophores organiques. Ainsi, 

un QD peut être illuminé de façon continue pendant plus de 30 minutes sans perdre en 

intensité de fluorescence alors qu’un fluorophore organique subira un photoblanchiment en 

quelques secondes (Figure 19) [183]. 

 
Figure 19 : Courbes de photoblanchiment de QDs et d'un fluorophore organique au cours du temps sous 
les mêmes conditions d’excitation [183]  

 

A la différence des fluorophores organiques, l’absorbance des QDs augmente vers les 

faibles longueurs d’onde (Figure 20 A). Cette caractéristique des QDs est particulièrement 

intéressante puisqu’elle permet d’utiliser une seule source lumineuse pour exciter des QDs de 

différentes tailles et donc émettant à différentes longueurs d’onde (Figure 20 B) [180]. 
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BA BA

 
Figure 20 : Absorption et émission des Quantum Dots 
A. Comparaison des spectres d'absorption d'un QD (noir) et d'un fluorophore organique (rouge) [184]. 
B. Emission de QDs de taille variable suite à une excitation par une lampe UV [180]. 

 

L’intervalle entre le pic d’excitation et le pic d’émission de fluorescence d’une 

molécule est appelé le décalage de Stokes. Pour les QDs, qui sont excitables sur un large 

intervalle de longueur d’onde, le décalage de Stokes peut atteindre 300 à 400 nm en fonction 

de la longueur d’onde d’excitation choisie [183]. En revanche, les fluorophores organiques 

présentent un faible décalage de Stokes, ce qui peut nuire à la séparation entre le signal 

d’excitation et le signal d’émission [172].  

En fonction de la distribution en taille des QDs, la largeur du pic d’émission peut être 

finement réglée. Pour des échantillons de QDs monodisperses, le pic d’émission est 

relativement symétrique avec une faible largeur à mi-hauteur alors que le pic d’émission des 

fluorophores organiques est souvent asymétrique, présentant une queue du côté des grandes 

longueurs d’onde et une importante largeur à mi-hauteur [172]. 

L’avantage des QDs par rapport aux fluorophores organiques réside donc dans le fait 

qu’ils présentent des caractéristiques de fluorescence mieux adaptées à l’imagerie in vivo. 

2. Solubilisation des Quantum Dots 

La synthèse en phase organique aboutit à la production de QDs hydrophobes solubles 

uniquement dans des solvants organiques non polaires, comme le chloroforme ou l’hexane. 

Cependant, pour être utilisables dans les milieux biologiques, les QDs doivent être solubles 

dans l’eau. La procédure permettant d’obtenir des nanocristaux hydrosolubles et stables dans 

les milieux biologiques doit préserver les propriétés photophysiques originales et la petite 

taille des QDs, tout en fournissant des groupements réactifs pour une éventuelle conjugaison 

avec des biomolécules [180].  

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

(Figure 21 A) et l’encapsulation en micelle (Figure 21 B).  
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A B

 
Figure 21 : Méthodes de solubilisation des QDs hydrophobes [180] 
A : Echange des ligands hydrophobes par des groupements acide mercaptopropionique hydrophiles. 
B : Encapsulation avec des polymères amphiphiles. 

 

La méthode d’échange de ligands consiste à remplacer les groupements hydrophobes 

de surface par des groupements hydrophiles (Figure 21 A). Les groupements hydrophobes 

(TOPO pour trioctyl phosphine oxyde) sont substitués par des ligands bi-fonctionnels (acide 

mercaptoacétique, cystéine, …) avec une partie permettant l’ancrage à la surface du QD et 

une partie hydrophile. Cette méthode présente l’avantage d’engendrer des QDs hautement 

hydrosolubles et de petite taille (diamètre hydrodynamique inférieur à 6 nm), avec des 

possibilités de liaison via les groupements hydrophiles avec des molécules d’intérêt [180]. 

Cependant, le départ des ligands hydrophobes peut provoquer une agrégation des 

nanoparticules. La méthode d’échange de ligands altère donc souvent l’efficacité de 

fluorescence et la stabilité photochimique des QDs [180]. 

La deuxième méthode permettant de rendre les QDs hydrosolubles consiste à 

encapsuler les ligands hydrophobes natifs dans une micelle de molécules amphiphiles telles 

que les phospholipides (Figure 21 B). La partie hydrophobe de ces molécules s’intercale entre 

les chaînes alkyles des ligands de surface alors que la partie hydrophile interagit avec le 

solvant aqueux [180]. Cette méthode produit des QDs hydrosolubles très stables et dont les 

propriétés optiques sont conservées puisque ce revêtement de surface n’interfère pas avec la 

structure cœur / coque du QD. Cependant, l’ajout d’une couche de ligands organiques 

augmente la taille de la nanoparticule ce qui peut entraver sa pénétration cellulaire [180].  

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

anticorps [185], des acides nucléiques [186], …) en vu d’une application spécifique des QDs, 

combinant ainsi les bonnes propriétés photophysiques du QD et les fonctions biologiques du 

ligand attaché. 
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3. Toxicité des Quantum Dots et solutions pour la limiter 

Pour pouvoir utiliser des nanoparticules dans un but diagnostique, il est important de 

s’assurer de leur faible toxicité. Les QDs, à cause de leur contenu en métaux lourds, sont 

souvent considérés comme trop toxiques pour une utilisation clinique [187]. De récentes études 

ont pourtant montré que des solutions existent afin de limiter leur impact néfaste sur 

l’organisme [188]. 

 

La toxicité intrinsèque des nanoparticules dépend de plusieurs paramètres tels que la 

taille [189], la forme [190,191], la composition [192,193], la charge [189], la dose [160,194] ou les 

caractéristiques du revêtement de surface [195]. 

 

La majorité des QDs dont la toxicité a été étudiée ont un cœur composé de cadmium, 

dont la demi-vie biologique chez l’Homme est de 15 à 20 ans. Les ions Cd2+ sont connus pour 

être associés à des lésions du foie et des reins, des problèmes neurologiques et des 

cancers [187,196]. La toxicité des QDs composés exclusivement d’un cœur à base de cadmium 

(CdTe ou CdSe) est liée au relargage d’ions Cd2+ dans les cellules, à cause de l’oxydation des 

QDs par l’oxygène de l’air et les rayons UV. Il en résulte la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène, affectant la mitochondrie et l’ADN et conduisant à la mort cellulaire par apoptose 

ou nécrose [197-199]. Plus la taille des QDs diminue, plus le ratio du nombre d’atomes en 

surface sur le nombre total d’atomes est élevé donc plus la réactivité chimique des QDs avec 

leur environnement est importante et plus les QDs sont toxiques [198]. La petite taille des QDs 

leur permet également de pénétrer plus facilement dans le noyau des cellules [189,200]. Pour 

réduire l’oxydation du cœur des QDs, il est possible d’ajouter une couche de ligands 

(ZnS [201], DHLA [202], BSA [189,197,203], polyacrylate [204]) autour du cœur afin de limiter 

l’arrivée de l’oxygène jusqu’à la surface des QDs. L’ajout d’une couche protectrice limite 

fortement mais n’empêche pas complètement le relargage in vitro d’ions Cd2+ [197].  

 

La toxicité des QDs peut être également liée à leur précipitation à la surface des 

cellules, due à la présence d’un revêtement de surface polymérique [198] ou bien à leur 

agrégation si les ligands de surface sont dégradés dans l’organisme [199]. La chimie de surface 

des QDs doit donc être optimisée afin de s’assurer de la stabilité des nanoparticules. Il a 

également été montré que la toxicité des QDs pouvait être attribuée à la présence de résidus 

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

l’administration des QDs [195]. En revanche, certaines études in vitro n’ont pas relaté de 

cytotoxicité des QDs [205,206].  

 

Alors que la toxicité in vitro des QDs a été étudiée par de nombreuses équipes, leur 

toxicité in vivo, qui dépend de la dose, de la voie d’administration, du métabolisme et de la 

réponse immunitaire des animaux, n’a été que faiblement explorée. Les résultats des études de 

biodistribution permettent d’identifier les organes et les cellules cibles et ainsi d’orienter les 

tests de toxicité. 

 

In vivo, les QDs sont phagocytés par les macrophages du SRE, ce qui les expose à un 

environnement très oxydant (H2O2). Les phénomènes inflammatoires ayant lieu sur le site 

d’injection peuvent également être responsables de leur oxydation. Cette oxydation peut 

conduire à une toxicité aigüe et engendrer des séquelles chroniques [197]. Cependant, plusieurs 

études in vivo montrent que, suite à leur injection iv., les QDs ne semblent pas être dégradés 

et les taux de cadmium endogènes sont négligeables. De plus, aucun changement dans le 

comportement des animaux, leur masse corporelle, l’histologie des tissus ou les marqueurs 

biochimiques et hématologiques n’ont pu être enregistrés [151,207-210]. Les QDs, à faibles doses, 

ne semblent pas impacter le développement embryonnaire puisque, suite à leur injection dans 

les blastomères de Xénope, les embryons présentent un phénotype normal [160]. 

 

Etant donné les formidables caractéristiques photophysiques des QDs, les doses 

injectées aux animaux reste relativement faibles (de l’ordre de la picomole), ce qui limite leur 

toxicité. Cependant, il est important de s’assurer de la stabilité, de la biocompatibilité et de la 

sécurité à long terme des QDs avant toute utilisation in vivo. Dans le cadre de la visualisation 

du GS, les QDs seraient injectés en sc. à proximité de la tumeur, ce qui restreint grandement 

leur passage dans la circulation sanguine. Au moment de l’exérèse tumorale, la majorité des 

QDs, présents au site d’injection, serait retiré, limitant ainsi leur migration dans l’organisme. 

Des QDs dépourvus de cadmium sont maintenant à l’étude pour l’imagerie de fluorescence 

proche infrarouge puisque depuis peu, la synthèse de ces QDs a fourni des nanoparticules 

stables et présentant des caractéristiques photophysiques adaptées. Exemptés d’éléments 

toxiques, ces QDs sont supposés être moins délétères que les QDs-cadmium, mais ce point 

reste à confirmer. 
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4. Conception des Quantum Dots pour l’imagerie infrarouge des 

tissus profonds 

Les développements récents dans la synthèse de nouveaux QDs et leurs différentes 

applications dans l’imagerie in vivo telles que la localisation du GS, l’imagerie du système 

vasculaire, la localisation de tumeurs ainsi que le suivi de cellules dans l’organisme ont fait 

l’objet d’une revue de la littérature rédigée par notre équipe, en collaboration avec le 

laboratoire de physique et d’étude des matériaux de l’ESPCI (Paris). 
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The field ofbiomedicaloptics has m.ltured rapidly during the last ten 
years.doo isexpected tooontinueits m.lIurationeven furtherin the next 
few years. The use of pholOns as a source of infoml.ltion to di.J.gnose or 10 
ITl"at is as old as medicine. Togl'l.her with the tooch. photon detl"Ctioll. 
first performed with the eye. provides a rapid. immediate aoo cheap 
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melhod for diagnosis and palient treatment. In spite of these greal 
advantages. biomedical optiçs is stroogly limited because photons.Ire 
sca tlered and absorbed Vl.'ry efficiently by the tissues. The penetration 
deplh of photons inside a tissue depends strongly on the type of tissue 
[ Il. but mos! impol1amJy. il depends on the wavelengtll, )", orthe photon 
used Scanering decre.lSl'S proporrionally to ~ - ' , where a depends on 
Ihe tissU!' composition. Absorption is minim.J1 belWeen 700 nm .-md 
1300 mn 6efore 700 nm various proteins such.,J.s hemoglobin absorb 
strongly. white after 1300 nm waler absorption becollll's domirunt. 
This spectral T<lnge is usually separated into IWO distinct NIR windows 
[t.n The first dnd most commanty used neM infrared (NIR) optical 
window of optimal tranSp.1rency lies in the Tange of 100- 950 om. The 
other NIR window e~tends From looo"rn 10 1300 nm and is often 
referred 10 as the second opti(.;ll window for in vivo imagiog. However. 
there have been so r.Jr rew biocompatible fluorophores emitting in this 
region.ln these NIRregions. the photonscan bedetected at much great ­
er tissue thicknesses. and observation can be performed at greater 
depth. Excitation and/or l'mission in the NIR window result in lower 
background fluorescenœ. lower sign.J1 loss and thus greater signal! 
background ratio. Unfonunately. the eye sensibility decreases abruptly 
aFter 700 nm. so that NIR photons are badly- if at all - detected by the 
human eye in the NIR window. 

Reœnt tedmological developments have helped triggered a renewed 
imerest in biomedkal oplics. These developments include cheap NIR 
photon sources such olS laser diodes in the NIR. cheaper and efficient 
NIR detector, as weil as novel NIR probes. 

Th" r"vicw w" present her" i~ ded;c~ted to thc re<cm developmcm 
of NIR emining semiconducror n.Jno-particles known as quantum dOl:s 
(QDs), and their applications in biomedical imaging. with an emphasis 
on the design of optimal NIR emitting QDs. Recause biomedkal optics 
is rapid, portable and cheap. we expect that it will expand greatly in 
lhe next few years, espe.çially if brigh~ stable, NIR emining probes 
with low toxicity can be synthesized. 

We can distinguish two classes of NIR emitt ing probes: organic and 
inorganic ones [3[. The NIR organic probes are the oldest and sonle of 
them (indocyanine green, methylene blue) have bren validated by the 
US Food and Orug Administration ( mA) for use in vivI). NIR organic 
dyes suifer however from important limitations in tt"rms of optkal 
properties: thl'ir fluoresœnœ quantum yit"ld is Iow, they photobleach 
rapidly, aoo thl' possible l'mission wavelengths are limited tO the high 
energy range of the NIR window (700-900 nm). Reœntly. œnain of 
these limitations have been cirrumvented thanles to the encapsulation 
of the organic dyes in small beads such as lipoprotcins nanoparticles [4[, 
calcium phosphate nanopdnicles [5- 7[, or dye doped silicd runop.l1ticles 
[8- 1O~ 

lnorganic NIR emining probes include QDs and u])-«lnverted 
nanopanicles. Metallic ndnopanicles ! 11] and nanoshells [12[ can be 
good NIR absorbing probes but, e)l(tpt from few recent e~amples [131, 
are usually not fluorescent in the NIR and will not be discussed here. 

QDs are semironductor particles with sizes that range from 2 nm 
!O - 10 nm. As in the Cdse ofQDs emining in the visible, the l'mission 
wavelength of the NIR QDs can easily be tuned between 650 nm and 
1250 nm by changing their sile or their composition. The notable 
optical propenies of the NIR QDs are: i} good resistance to photobleaching 
(th is is especially true when core/shell struçtures can be synthesi~ ), ii ) 
large absorption cross section, iii} Gaussian l'mission profiles with full 
widths dt half maximum (FWHM) that can be dS ruITOW as 40 nm 1141. 
iv} fluorescence lifetime in generallarger than 100 ns. v} good qu,mtum 
yield that can be as large as 50%. and v} fluorescence l'mission with a large 
Stokes shift. These propenies makI' the NIR QDs artractive comp.lTed to 
organi( NIR probes 115~ 

ln generaL QDs are ex(ited using one photon t"xdtation , but they (an 
alsa be e~cited using two photon (21') absorption, a proœss with the 
simultaneous .Jbsorption of two photons e)l(iting a transition at twice 
the energy of the incident photons. Their large IWO photon absorption 
cross section, COmpdred to organie dyes. makes them very interesting 

probes for 21' excitation 1\61. This type of excitation ;s interesting 
be<:ause it can be done in the NIR window and because it provides intrin­
sic three-dimel15Îonal confinement of the excitation inside a micromcter 
volume. lt is thus weil adapted to dt"pths smaller than typically 
400-500 fU11 117]. 

Reœntly, another type of multi-phOlOn absorbing probes has been 
evidenœd with the lanthanide doped nanopanieles that Cdn upconven 
low energy NIR radiation into higher energy visible luminescenœ 1181. 
The luminescence of these up-converted ndnopanicles is based on 
sequential energy transfers between lanthanide dOpdnts or excited 
state absorption involving their metolStable~xcited states with life­
times as long as several millisealllds. This process is omers of magni ­
tude more efficient than the 2-photon absorption process typically 
used in 21' mi(roscopy, 

ln depth fluorescence detection with greater signal/background 
ratio can also be performed using fluorescent probes that do not 
need to be ex(ited with light when they are in the tissue, These 
probes can be excite<! by luciferase 1191 through energy trdnsfer. or 
when they have long fluorescence lifetime, they can be first e~cited 
in vitro, injected. and detected at later time 1201. 

2. Q.D synthesis 

Several recent comprehensive reviI'WS have already discussed the 
synthesis and the applications of NIR QDs 121-24[, and the reader is 
encouraged to rNd these references for detailed discussion of the vari­
ous synthesis prorocols uscd. In the present review, we h~ve chosen to 
focus on the design issues necessary to obtain the ideal N1R emitting 
QDs as weil as the strategies currently available to fulfill them. 

The main pdrameters that have to be taken intoronsidl'ration when 
designing a NIR emit ting QD are: il the excitation and the l'mission 
wavelengths. ii ) the toxicity of the elemenlS the QD is made of, iii ) the 
ability to t"msfer the probe into water, and to modilY its surfacechem­
istry withoutlosing the QD fluoresceRœ, iv ) the brightness or the probe, 
Le. ilS quantum yield, its absorption (ross-section. its lifetime. ilS resis­
tance to photobleaching. and v) the QD size. 

IdNlly, a NIR QO has an emission wavelength in the NIR window, 
where they may also be efficiently excited. It should be non loxie. 
However, the QD toxieity is a romplex issue, as il slTongly depends on 
ilS composition and on its surfaœ chemistry, which dl'termines its 
biodistribution. While QDs based on heavy metals may be used for 
short term imaging in the small animal. long term studies should use 
less taxie QD compositions tO avoid possible side elfects. This require­
ment naturally beromes d non sufficient, but absolutely necessary con­
dition for eventual future clinical applic.Jtions. 

It shoukt also be bright, although this notion is not easy to optimize 
and depends strongly on the type of e~citation and detection that is 
performed. For rontinoous excitation, a shorter fluorescence lifl'time 
is preferable since il ultimately IimilS the rate offloorescence photons 
from the QD when e)l(ited at its s.uuration leve!. In contras\, a longer 
fluorescence lifetime is more advantageous in pulsed excitation/ 
time-gated detection s,hemes, where the fluorescence is recorded 
du ring a specific ti me window arter each excitation pulse. This allows 
the selective detection ofldte fluorescence photons emined by long life­
lime (hundreds of nanoseconds) QDs while rejeaing early photons 
emined by shon lifl'time (few ns) endogenous nuorophores. The QD 
size should be as small as possible sinœ small sizes are optimal for 
renal clearance 1251. although for some applications, larger sizes are 
desirable (51'1' below). 

Anotherimponant point yet needs to be considered in the design of 
a NIR emitting QD for bio-imaging. It is the robusmess of ilS fluores­
cenœ l'mission in time, when e~cited (resistance to photobleaching), 
or when its surface chemistry is altered. Surface chemiSITy modifica­
tions can simply result from aging of the QDs under ambient conditions. 
Water and/oroxygen can bind tO theQDsurface and modify its floores­
cenCI' [261. Funher. tO makI' the QD water soluble, surface chemieal 
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modifications l'lee<! to be pcrfonned. These modifications often degrade 
the fluorescence qu.tnturn yield of the QDs. The mos! efficient strategy 
round so far to prl'selVe a good nuoresœnœ is to grow a shell 011 the 
QD (27). Sud, 3 sllell ne<lds to have J IJrge b.mdgJp to prevent the elcc­
Iron and Ihe hale 10 re.tch. the surface (type 1), Ide.tlly. this shell should 
Ile &Town epitaxially 10 prevem cracks ,100 charge leak$. Wh;l!' shell 
thickness is not critic.-II. few morlOlayers ,111' usUdlly necl'Ssary 10 pre­
serve a good fluorescence alter ligand exchange. 

Il is however nOI easy to grow epitaxially a shell on a nanostruc­
{ure. There are [wo major issues. The fiTS! one is the difference of 
the lanice constant p.trameters between the core and the shell. l..Jt­
tice mismatch between the core And the shell results in pressure 
Ihal can reaell 4 CPa 1281. Such higll pressure can induœ crystal 
stnJcture ch~nge. or defect form~tions in the core. the shell or bath. 
When the lattice mismdtch is 100 high. gr~dient composition between 
the core and the shell can be designed so that the constraints can be 
slightly relaxed and shells grown with fewer defects. The second 
major issue when growing a shell on a QD core is to preven! diffusion 
of Ihe anion and/or Ihe cation into Ihe core during Ihe shell growlh 
that is usually performed at high temperalure (> 200 ·C). Such diffu­
sion can change drastically the l'mission wavelength of Ihe QDs. and 
its surface can fail to be correctly passiv~ted by the shel!. ZnS repre­
sents the archetypical shell material. due 10 its good resistance to 
oxidation and 10 Ihe position of ilS bandgap conveniently enclosing 
that of most NIR emiuing QDs. 

The l'mission wavelengths of a NIR QPs can be easily tuned by 
changing their composition (Table 1). 

2.1. Group IV (Si. Ge. C) 

Group IV nanocrystal quantum dots are composed of only one l'le­
ment, Si. Ge or C. Thl.'$(' semiconductors play a major roll' in electronics. 
and Ihe synthesis ofthe corresponding QDs has been attracting ilKreas­
lng interest and effort (42.43(. Their PL l'mission m.ay originate From 
eilher band edge or defect stales. 

Various synthetic roUIes have been developed to oblain Si QDs. such 
as electrochemical etching.l~ser ablat ion. meo:hanical milling and plas­
ma synthesis (421. Rei:ent synthesis schemes reported 800 nm-emil1ing 
Si QDs with quantum yields up to 60-70% in organic solvents however 
Ihese QPs wen' unstable in water (44.45). The surface of Si QDs is usu­
ally slabilized with appropriate oovalently bound organic ligands. and 
the resulting NIR-emil1ing QDs reach a quantum yield of 5-20% after 
solubibzalion in water (30.46.47(. Altemalively.luminesœnt porous 
Si nanoparticles. with overall diameters of - 130 nm and inner pores 
_ 5- 10 ntIl, were prepared by elei:lrochemical etching (48). Thl.'$(' parti­
des emitted in the 700-900 nm window with 10% quantum yields. 
lnten'stingly. Ihe authors demonstraled thal these porous partictes 

T.b l< 1 
W"~r sotub~ NIR _miulnl q"""lUm dots of ".rious """ .. ü l$ wi,h ,,,-ir ~rni$~ 
' . Oll".md 1"";' qU.lnNrn y;'ld. W. limit«l thi. t.ob'" 10 NI~ . mininl QDs lhol h .... 
I:wn <OI "bili,«l ln w. ,.r, Onlyo". or IWO ,.p ...... n'. 'iv .... rnpl .. for .. ch "",,,·riol 
.... given. 

EmIssion ,. nge Full wîdth hoir Q."tnt\U1l yiekl 
m ... imum in w . .. ' 

C I291 650-700 nm _100 nm ' A 
Si lJO] 650-700 nm 0> 100 nm " CdSrTefCt1ZnS 131] 6500-800 nm "' 100 "m 25_3QS. 
CdTt/CdSr/ZllS<' (32) 900-1000 nm > 100nm = 
CdT./CdS [33 ] 650-800 "m "' 100 "m "p '" 7m; 
CdTt/CdSr 1)4) 1>40-860 "m W.m '" CuinSfinS [35.36[ 650-820 "m - 100 om -,,, 
CulnSe,/ZrtS 1371 700- I(l5(I nm 0> 100 om -,,, 
InAs/ZnCdS [381 700-800 nm 80nm ,,, 
InAs/ZoS 139] 7500m < 100 nm 10-2QS. 
InP/lnS [401 6500-740 nm t50nm '" PbS/CdS [~ 1] 1250 nm _150 nm = 

could he loaded witb drugs. and that tbey progressively degraded and 
dissolved in vivo into soluble silicic aeid. followed by fast excretion 
(set' Fig. 1 J. However Ihl'Se QDs could only he exCÎlro in the visible 
rogion , which could limit the availJble imagins depth (46). 

Germanium QDs havebet>n synthl'Sized in soll.llion [49,SO) orbydis­
solution of processed sol-gel glasses (51) , wilh peak l'mission wave­
lengths ranging from -800 10 _1200 nm and quantum yields vaTYing 
from 0.05% to 8% depending on the size and the synthetic scheme, 
They therefore oITer a bro.xler NIR l'mission range bul no core/shell 
slructure holS been reported on Ge QDs yel and they remain very 5I'nsi­
tive to oxidation. These QDs have thus not been transferred into water 
for biological imaging purposes. 

Finally. diamond n~noparticles bave ~ very wide bandgap. however 
defeo:t S\.oltl'S may nuorescence in the visible or the NIR region. For 
ex.:tmple. Si and Ni-N defei:15 pTOvide PL l'mission lines in the 700-
800 nm region (52.531. However these nanodiamonds cannot he excit­
ed in the near infrared region and their surface functionalization for 
biological imaging raises challenges thal delay Iheir application for 
bioimaging. 

NIR QDs cont.'tining IWO elements are so farthe most widely synthe­
sized. Wc will review rapidly their propertles according to the cation 
they cont~in: Ag. Cd. Pb or ln. 

2.2. Group I- VI (~,Ag,Se.~Te) 

~S. A&;rSe, and Ag2 Te QDs have only recenl ly been synthesized. 
The groupofD. Norris hasshown thdt these nanop<lrtic!es can he eas­
ily synthesized using classical melhods, bul Iheir sludy does not 
repoTt on the photoluminescence properties of these ndnoparticJes 
(54( . Anolher study used a silylamide promoled synthesis 10 oblain 
Ag2E (E = 5. Se. Te ) QDs. TheseQDs havedetect.lble nuorescenceemis­
sion. bUI their quanlum yield remains low ( few l) even after the 
growth ofZnSe shells. The emis.sion wavelength oflhese nanop.micles 
can be tuned across the NIR window (55). but the FWHM of their 
emission spectra is very large (> 200 nm). The lifelimes reported so 
far are a bit longer than 100 ns. Finally. malchstick-sl'laped A&!S-Zns 
heteronanostructures have recently l:leen synthesized with both LN and 
NIR l'mission at 1155 nm. however no nuoresœnce qu.lntum yiekl was 
measured (56). 

2.J. Groups II- VI and IIr V1 

CdSe and CdTe nanoparticJes are limiled to Ihe high energy par! of 
the N1R window (up to -700 nm for CdSe [57) and -800 nm forCdTe 
(58)). The5l' nanoparticles can have an l'mission spectra with narrow 
FHWM (30 nm), short lifetime (few tens of ns ), and quantum yield 
that strongly depend on their surface staIl'. Even Ihough their syn!he­
ses are weil documented (59). cadmium based NIR nanop<lrlicles are 
slill tbe subject of dclive rl'Search. 

The synthesis of core/shell structures with Cd5e or CdTe cores 
tequires sorne spe<:ial care. An Ideal shell male rial for Ihe5l' two types 
of core in lerms of band alignment and resistanœ ta photobleaching 
would be ZnS. However. the lallice mismalch between CdSe (14l) and 
CdTe ( In) prevents the formalion ofthick shells (mon' lhan 2 mono­
layers). and strategies usually based on the U5l' of composition gradient, 
or intermediate materials. between the core and rhe shell. are use!! 10 

build adaptm co ..... hell .tructu ..... as in t~ Cd'" ofCds"T .. /CdZnS (Jt (. 
Wave function engineering can be used to obtain core/shell NIR 

emi!ting QDs. The idea here is to 1.151' semiconductor malerials for 
the core and the shell such Ihal Ihe eleclron and Ihe hole are most]y 
localized in different parts of the nanoparticle. These QDs are called 
type Il QDs. The first example of such NIR emitting QDs is Ihe 
CdTe/Cdse QD. where the elcctTOn is mostly localized in the shell 
while the hole is mostly confined in tbe COTI' (34). This wave func­
tion engineering with the charges localized in differenl parts of 
the QD results in reduced confinement of the charge carriers. and thus 
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longer l'mission wdvt'Iengths. The redUÇ\ion of the wave-fullCtion 
overlap also TI'sults in longer nuoresœnœ ljft'limes. Sever.-Il corelshell 
structures will!. b;mdgap alignment resulting in longeremission wave­
length haw IJ.e.en synthesized sinœ 1601. ,md cOll'/shell structures of 
type II/type 1 QDs Ihal can he transrerred into warer have bren synthe-­
sized [321. A R'finement of type Il QDs is the use oflanice strain to fine 
{une the bdod alignment betwl't'n the core and the shell. The epitaxial 
growth of a compressive stlell onlO a soll nano.-crystalline core could 
induce a switch between a mndard type-I QD and a type-II QD 114J. 
This mcthod has the advantagc to give NIR emitting QDs with high 
quantum yield. and l'missions with a narrow (-40 nm) full width half 
maximum. 

An extension of the type Il QDs is the nanopankle. composed of a 
gradient in the QD itself. usually at Ihe interface between Ihe core and 
the shell. Such composition gradient gives access to variouscorel shell 
structures that would be hard to grow otherwise because of the often 
large lanice mismatch between the core and t he shell [311. Composi­
tion gradient can al50 be obtained after synthesis using cation exch.mges 
(6 11· 

Recently. CdJPl 162.63J and CdtAsll64] QDs with l'mission in the 
full NIR window have becn synthesized. These QDs can have quantum 
yields higher than 30% after the synthesis but. as most NIR QDs. Ihis 
value drops dramatically arter few days in ambient conditions 164]. 
The f'NHM of these QDs increases with pdnicle size From 80 l'lm to 
150 nm. These materials would benefit from the addition of a shell 
so that they can Ile used fo r biomedkal imaging. 

2.4. Group IV-VI (1'bS. PbSe) 

PbS, PbSe and PbTe nanopanklesare probablytheoldest NIRabsorb­
ing QDs synthesized 165]. Dlese materials have very small I:I.1ndgaps 
.,05 cV. but large Bohr radii. 20 nm for PbS. 46 nm for PbSe 166). As a 
consequence. their l'mission spectra can be easily tuned in the middle 
and the low energy pdn (infrared ) of the NIR window. The quantum 
yield ofthl'Se QDs varies grully according to their synthesis. Recent syn­
thesis optimization has led to airstable PbS nanOpdnkles with excellent 
quantum yields (up Jo 9m:) (67). The f'NHM of thl'Se QDs depends on 
their size but is ingeneral very large (> 100 l'lm). TheirflOOTesceroce life­
time is long. and often close to the microserond [68]. The fluoresceroce 
'tabiliry of PbS and l'b~ n a nop.1nicl~ can t... g~ally .,nhancffi u,ing 
corelshell structures such as l'bSetcdSe/ZnS and PbStcdS (691. The quan­
tum yield of these structures remains high (-20-30%) even after transfer 
into water (411. The f'NHM oftheir emission is still large (>200 nm). 

2.5. Group III-V (InP./ttAs) 

As for the QDs containing indium. they have first becn synthesized 
more th.1n 15 years ago both as Inr 170.71) ,100 as IllAs QDs {ni. Inr 
QDs have triggered a great dNI of attention since the InP I:I.1ndgap is 

1.35 eV (-920 nm), so thal large InP QDs can reach the high energy 
pan of the NIR window. but more importantly. the compounds these 
QDs Me made of ~re expected to be less toxic Ihan other heavy metals. 
Core/5helllnP{ZnS nanop.1rticles have becn synthesized [731 and recent 
optimization yielded stable wateT soluble InP/ZnS NCS with quantum 
yield around 15% [401. Longer wavelength can be reached with InA<. 
QDs. The IllAs bandgap is0.53 l'V (>3 ~] . and the first lIlAs QDs syn­
Ihesized 170) cover the whole NIR window. Different kindsofshell have 
been grown on IllAs cores. The first shells were based on the selenides. 
specifically Zll5e and Cdse [74- 76]. but selenium is prone to oxidation. 
and air stable 5ulfides have subsequently been uSl'd. ZnS 139.77] has a 
high lattiee mis match (10.7%] with IllAs and lnSshelis are thusdifficult 
to grow. Recently. CdS and ZnCdS shells have been synthesized on IllAs 
cores yielding QDs Ihat are stable in air and can be transferred into 
water using ligand exch.1nge. These QDs retain high quantum yield 
(25%) once in water (381. They have becn synthesized only for the 
high energy part of the NIR window (700-800 nm ). but looger wave· 
length should easily be accessible with larger core sizes. The f'NHM of 
these samples is quite narrow « 100 nm ). 

2.6. Group '-III-VI. (Cu/nS •• CulnSt2< Ag/nSe.) 

Tema!)' QDs have rece nUy emerged as a newclass ofN1R emitters. 
As for Ihe QDs containing Ag. the development ofthese materials was 
motivated by the need to synthesize NIR QDs with elements that are 
available in large quantities and with reduced toxK:ity [351. E1WIIllpies 
oftemary NIR QDs are Culn~. CulnSe2• and Agln5e:2. We disruss below 
tht' propenies ofthese QDs since they have only been recently applied 
10 biologkal imaging and have therefore not been covered by previous 
reviews. 

The rt'<:elll renewed interest Forthe syn!hesis t-III-VII nanopankles 
cornes from the fields of both photovoltaics and biomedical imaging. 
NCS with a wide range of s izes have been synthesized for both CU1n51 
and CulnSe:! 135- 37.78-83]. The Bohr radii of CulnSI and CufnSe:.! are 
respectively 3.9-4.1 nm and 5.43 nm. and the bandgap energies are 
respectively 1.45- 1.53 l'V and 1.04 l'V. ln CulnS:! and CulnSeI structure. 
the ratio ln/Cu is one. on average. and the negative charges of the S or Se 
(- II ) anions compensate the positive ch.1rges orthe cations ln (+ Ill ) 
and Cu ( +1). However. the Cu- ln -SISe ma!erials are weil known to 
p"''''nt a large vari.,ly of Cu/ln ralios 137.78.84.851. t...<cau"" of lh., 
stability of variollS pairs of defects 185]. For example. indium-rich 
nanocrystals are obtained when 2 copper vacancies are combined 
with the substitution of one indium on a copper site ( In&+ + 2Vc;.) 
,100 copper-rich NCs are obtained when one indium is subs!ituted 
with two copper:;, and one copper is substituted wieh one indium 
( 2Cu~- + I~:). Thus. stable ln· or Cu·rich Cu-ln-SISe NCS can Ile syn· 
thesized. Nanop.amcles th.1t have higher III/Cu ratio have larger I:I.1ndgap 
elll'rgy and ,111 wavelengths from green-yellow to NIR (-810 nm for 
CulllS:! and - 1100 nm for Culn5e] ) can Ile olxained using v~rious Ne 
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sizes and compositions (Fig. 2) 135-37,78.80.81.83.84.861.11 is interesting 
to nOIe Iml bigg:er p.lrticles (>5 nm).J.rt less nuoresœnllh.J.n smal1er 
ones. because the number of internal defeas scak>s wilh the volume of 
lhe parti<les. As a oonsequl'oce. for a given emission wavelength. il (.ln 
!Je preferable 10 use smaller Cu-ln-Se p.lrticles th.ln l.J.rgerCu-ln-$ 1371. 

When the ln and Cu cations .llrem,ue periodkally in [Ile crystal 
lattice. CulnS, and CulnSe-, Nes h.wl' a chalcopyrite cryst.-Il structure. 
ln contras!. when the calions are randomly positioned in the crystal, 
the structure is sphalerite (zinc blende). The 1-IlI-Vl, Nes h,IVe usual­
ly tetrdhedral or sphericdl shape. dependingon the synthesis use<! . .11-
though alher sh.J.pes have becn synthesized but no nuorescence 
l'mission was reponed for tllese Nes. PTilsad et aL l87J lIave rePQrted 
the synthesis of fluorescent Cu-ln-SfZnS NCs in the anisotropie 
wUIUite structure. This paves the way to the design of QDs with an· 
isotropie shapes (rods. plates ... ) and special oPlieal propenies (e.g. 
polarized l'mission). 

The absorption spectra of I-III-VI2 NCs do not display exci toni, 
structure (Fig. 2e) because the NC dispe~ion in size and composi tion 
is too important. The PL spectra are brwd (full width at half max i· 
mum: 100-150 nm). This width was aUributed to the large NC disper· 
sion in sile and composition along with the recombination of the 
l'xci ton with defect levels inside the n.lnopanicles 137.79.84.881. Exciton 
reœmbination at dl'fect sites also resulu in l'mission at IOweT energy. 
which can result in l'mission at wavelengths highl'T than for the bulk 
matl'rial see Fig. 2a. and longer fluorescence lifetime (few hundred 
nanoseronds ). 

To improve the robustncss of the opli,,,1 properlicsoflhe 1 III VI, 
NCs. core/shell structures have been synthesized with shells of zinc 
sulfide [35-37.84.87-891. Zinc sulfide has a large bdndgap (3.61 l'V) 
that provides a type l-.llignment with CulnS2 and CulnS~ cores. 
does not con tain hea\/)' metals. is stable againsl oxidation and has a 
small lattice mismatch with the core material (2% with CulnS2 and 
7% with CulnSe2). so that epitaxial growth of severa l monolayers is 
possible. 

Wavelength (nm) 

, 
Although very favorable in principle. the growth of a lnS shell on 

I-III-VI cores turns out to be difficu1t in large part because orthe easy 
diffusion oflhe small lnH ution into Ihe core againsi ilS reactivity. 
lnS shells can eventually be grown if more reactive precursors are 
used and if the shell is grown at lower temperatures (.:;; 200 "C). 
However. al this lime, only few monolaye~ of pure ZnS shell have 
been reported in the lileralure. Arler the groWlh of a ZnS shell. the 
NC fluorescence quantum yield (QY) increases to a maximum of 
60% in the visible range and -30% in the NIR 135-37.84.87-891. This 
increase is accompanied by the di50lppearance of the fasl lifetime 
compone nt. related to exciton non radiative decay on a surface defect 
[36.86). long (few hundred ns) mono-exponential nuorescence lifetime 
can then be obtained (Fig. 2d). 

Other NlR 1-IlI-VI materials have recently emerged. such as AglnSe:.! 
but no nuorescent core/shell nanoslruClures have bœn reponed ye!. 

HU-Vil core/shell NCs have comparable or higher QY than NIR 
organic dyes one. but their photo-stability and their absorption cross 
section are much larger. Despile theircomplexity (ternary composition 
and presenceofdefelts).theseNCs represent promising matl'Tials far in 
vivo imaging, as reçently reponed 135-37.87.891. 

2.7. NIR l'miuing dopt'd nonocrystols 

The previOlls sectian shows that the whole NIR windaw can be 
ellplored when the composition and/or the size of the nanop.lnicles is 
changed. Another method yet to tune the l'mission wavelength ofQDs 
is to dope tllem. Doping has becn srudied in detail. for QDs emining 
in the visible [rot. Doped NIR emitting QDs have reœntly bœn synthe­
sized [911.and Iheiremission wavelenglh can be tuned continuouslyal­
most in Ihe entite NIR window. These QDs could orrer an interesting 
alternai ive 10 ellisting NtR QDs in lerms of tollicity. 

When wecombine the possibility to change Ihe QDcomposition wilh 
the ability to grow core/shell structures. a large variety ofwater soluble. 
NIR emiuing QDs can be 5ynthesized. with l'mission wavell'ngths runing 
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, 
the-who!e NIR window. good qu.mtum yields (>30%). sile be-low \0 mn. 
~nd lifetimes in the r~oge of rew hundreds of IlS. Recent works teBd to 
forus on the synthe5is of NIR QDs lha! do not rontain toxie compounds. 
This effort is neœss.ary ifsuch probes .:ire to bol use.:! in vivo. Jod h.ls 10 
be rombined wilh. the effort to fine lune the QD surface chemiS(1)' wilh 
v.uious organÎc moleoJles 50 [hat QPs can be as furtive as possible. 
reach their targe! efficiently. and/or Ile excreted. 

2.8. Quirk overvi,,", oJQJJ surface chemistry 

Most QD synthesis schemes Me perfonned in org,mic sol vents. 
QDs are then (apped wilh hydrophobie ligands uSlJ.llly consisting of 
an anctlOnng group and one or more aliphatÎc (haios. These QDs 
must th.erefore be modifie(! to beçome soluble in wareT and compat­
ible wilh Ihl' biologÎcal environment. The QD surface chemistry dcter­
mines ilS final size. oolloidal stability. charge. non spedfic adsorption 
and specifie affinity and as sueh has a strong inlluence on its interac­
tion with its environment and. in fine. on its in viva biodistribution. 
The aim of this paragraph is nut to present a comprehensive review 
of the different QD surface chemistry used for in vivo imaging. but 
to give a quick and general overview of the main strategies used to 
solubilize QDs in Water. The reader may refer tO several excellent 
reviews for more detailed information on QD solubiliution and con­
jugation with biomolecules 192-941. Most solubilization techniques 
can be c!assified into two general schemes applicable 10 many types 
ofnanopalticles: encapsulation and cap-exchange. Encapsulation con­
sim in ket'ping the initial hydrophobicligandsand sUlTOllnding the QD 
with amphiphilic mole<:ules. wilh hydrophobie chains interdigitating 
with lhe QD ligands and hydrophilic groups for waler solubiliLltion. 
Popular examples of amphiphilic molecules are phospholipid micelles 
or amphiphilic copolymers [93.95.961. In contrast. cap-t'xchange con­
sists in replacing the hydrophobic ligands with new ligands pre.senting 
anchoring groups 10 bind to lhe nanocrystal surfaœ and hydrophilie 
solubilizing groups. Anchoring groups may be composed of phosphines 
197), amines. carbaxylates. and most commonly thiols or di-thiols 
(98- 1011. Hydrophilicgroups u.sed in the.se two Strategies maybecom­
posed of charged moieties (carboxylic acids. amines ... ). however these 
present limite<! stability and high non specific adsorption of biomole· 
cules on their surface. Polyethylene glycol (rEG ) chains are more com­
mon for in vivo applications as it decreases eonsiderably this non 
specifie adsorption, at the cost of an increa.sed size (95.96.98.99). 
Zwitemons present an interesting alternative to PEC. as they also 
allow a Iow non specifie adsorption level whiJe maintaining a small 
overall hydrodynamic size (100. 1011. Finally. other strategies incltxle 
growth of « 20 nm) siliea shells 1102.103) and encapsulation in or 
deposition at the surfaœ of larger ( 100 nm"iJl11) colloids (polymer or 
silica beads.liposomes ... ) 1104.105). Every in vivo imaging application 
pre.sents different requirements in terms of size. charge. specifie and 
non specifie adsorption Il'Vels ... As a consequence. the universal opti­
mal surface chemistry does Ilot exist.lnstead. the QD surfaœ chemistry 
should be tailore!! according to the specific criteria of each imaging 
application. as will be discussed in the next sections. 

3. /n vivo imaging appliulions 

Visible emitting QDs have initially been used for cellular imaging. 
[Q la","l and !rack s~cific mol~lar targ~u in liv~ or fixO"d cullured 
cell samples 192.95.1(6). They have then been used dS in vivo markers 
in small organisms. for example ID study cell lineage in early stage 
Xenopus embryos 196]. Visible emitting QDs are weil adaple!! ID these 
thin and transparent sampll'S. They however provide poor signal-ta­
background ratio in thicker tissue sections and when imaging targets 
in small animais due ta the tissue absorption and diffusion. and !O the 
mong auto-fluorescence background from endogenous chromophores 
in the visible region. NeJr infrared emitting QDs Ihus allow much 
more sensitive detecrion of dl.'eper targets. up ta several centimeters 

below the surface. TheS(' characleristics triggered the developmcnt of 
many in vivo imaging applications. We will briefly describe some of 
the.se in the following sections and discuss the influence of QD design 
oneJch specifie application. including Iymph Jnd blood VJsculJture Îm­
aging and tumor detection. We will then describe other developrnents 
of NIR emitting QDs associated with cell tracking and multimodal 
probes that combine the QD fluorescence with a whole body imaging 
contrast. such as molgIletiç resonance imaging (MRI ) or positron l'mis­
sion tomography (PET). 

3. /. Lymph /IOde imagillg 

The .sentinel Iymph node {SlN} is the first regional step of Iym­
phatic drainage and metastasis of the primary tumor. In the treat­
ment of breast cancer. the axillary Iymph node status is the major 
prognoslic faclor and a determinant predictor of recurrence and sur­
vival (1071. As the current method for the detection of SLN presents 
sorne disadvantages such as allergic reaction to blue dye. the use of 
radioactive tracers and long hospitaliLltion. the use of fluorescence 
to localize the SLN has been developed since several years. 

The l'irst near-infrare!! emitting fluorophore u.sed in the detection 
of the SlN was indocyanine green (ICC). First in vivo repolts 11081 
demonstrated the aggregation of ICC and its release from Sl.N. bath 
effects related [0 the small sile of the molecule. FdSt phOlobleaching 
is another critical issue that considerably diminishes the feasibility 
of ICC-b.lsed fluorescence imaging of organs. QDs. due to their resis­
tance ID pholDbleaching and their hydrodynamie diameter. which 
may be tuned in function of core size and surface chemistry. offer 
interesting opportunities for SlN infrared im.aging. 

Several studies on the detection ofSm using near infrared emitting 
QD have been reporte!! and are summarized in Table SI. The initial 
papers studying the Sl.N mapping in vivo using NIR emitting QDs have 
been repolte!! by Frangioni"s team. The authors have u.sed CdTe/CdSe 
core/shell QDs tO visualize axillary lymph nodes as det'p as 1 cm from 
the skin surface either alter a subrutaneous injection in lhe paw of 
healthy miel'. or after imradermal injection on the thigh of pig (1091 
or in the model of spont.lneous melanoma of Sinclair mini-swine 
11101. The superficial Iymph node could !Je detected through the skin 
but ID map deeper sm like thase from pleural space r 1111. esophagus 
11121 orgastrointestinal !Tact r 1131. lhe ribcage orthealxlominalcavity 
of the Yorkshire pigs was opened. Another formulation of QDs with a 
core composed of indium and arsenie hdS shown a good sm mapping 
in mice and rats 111 41 but the size ofQDs should be eOlltrolled 50 that 
QDs do not migrale to the surrounding tissue or funher inlO the Iym­
phatic system. 

lndeed. the size of the nanopalticles is crucial to Sl.N mapping 
because nanoparticles too small (< IO nm) can flow through the Sl.N 
and diffuse in surrounding tissue or in other lymph nodes in the 
chain whereas nanopalticles too large do not migrate and stay at 
the injection point 11151. Charge and nature of the QD surface chem­
istry do not seem to directly influence the capture of intra-tumorally 
or subcutaneously injected QDs by the SlNs. even though charge 
plays a crucial roll' for serum protein adsorption. which may increase 
the size or QD- protein corona assembly and therefore its retention in 
the Sl.N. sm mapping. in that respect. is much easier than tumor or 
organ targeting after intravenous injection (see below) (tI6.117). 

Th~ fTldjor obstac~ to the QDs clinical tramlation i, th~ir toxicity. 
The QO core is orren compo.sed of heavy metals (Cd. Te. Se or As ). 
which muid be relea.sed in the body due ID the QD degradalion and 
oxidation.ln our recent studies 135.118]. we havecompared thedetec­
tion of SLN and the toxicity of [WO types ofQDs in a model of healthy 
miel'. Bath QD types, CdTe5e/CdZnS and Culn~/ZnS QDs, allow the 
localization of the axi11ary lymph node in few minutes aller subrutane­
ous injection (20 prnol) (Fig. 3). Unlike cadmium-QDs. which demon­
strated lhe dear features of local toxicity. such as an increa.sed Iymph 
node \Wight with several innammatory areas. the indium-b.lsed QDs 
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did not show any signs OflOXicity upon the sam ... experimemal condi· 
tians. Moreover, the innammation threshold corresponded to a fifty 
tim ... higher concenrration of CulnSv'ZnS comp.lred 10 CdTeSe{CdZIIS 
Q"'. 

Silicon QOs are also orp,articular interest be!:.tuse oftheir biocom­
patible composition .md tunable l'misSion propenies in function of 
paniele s ize. These Si QOs. whose lIydrodynamic di ameter ;5 20 !lm. 
migrate 10 the SLN arter 5ubcutaneou5 injection in miel' and no sign 
of toxicity (miœ beha~ior. histopathology analysis of major organs 
and blood p.1rameters) has been observed. clearly indicating llie bio­
compatibility of theS!' nanopanicles (46). However, the inability to 
excite these QDs in Ihe NrR range strongly limits the auainable imAg­
ingdepth. 

SLN detection using moSI of theS!' QDs only takes a few minutes 
after injection. which greatly simplifies surgkal procedures. The QPs 
Ihen slow ly leak from the injection poinl and Ihe SLN inlo the rest 
of the Org.lnism via blood and lymph circulation {118{. This provides 
a window of a few hours for the surgl'Qn to resect both the SLN and 
the injection point. removing at the same time the large majority of 
the injected QDs from the body and limiting toxicity issues. Ideally. 
the small amOllnt of QPs remaining in the body after the operation 
should be ultimalely eliminated. eilher via Ihe kidneys inlo the 
urine or via the hepatobiliary pathway. The mechanisms for complete 
clearance are however l'lot weil understood yet. 

12. VasrulalUfI' imagirlg; renall'Iiminatiorl lIS. sequeslTllliotl 

The biodistribulion of QDs after intravenous injection is Slrongly 
dependenl on Iheir surfiICe chemislry.ln general. QPs dislribule rap­
idly in the entire bloodslream. aUowing direct visualization of blood 
vasculalure. Nalural1y. small capillaries are only sp.ltially resolved 
close 10 the surfiICe due 10 diffusion of Hght by Ihe surrounding lis­
sues. while larger vessels may be imaged deeper. Larson et al. used 
Iwo-photon excilation microscopy 10 image blood circulalion in Ihe 
l'ar o f a mouse with final QP concenlralion in Ihe blood on the 
order of 1 j.IM [16]. In this concentration regime. erythrocytes can be 
detected as dark volumes nowing through an otherwise unifonnly 
nuOreSCenl blood vesse!. They were Ihus able 10 measure changes in 
local now velocities. Smith et al. demonstrated the use of QPs to 
image chick embryo chorioallantoic membrane vasculature. a mooel 
tesl system for blood vessel fonnalion and developmenl 1119]. While 
visible emitting QPs offered a poor contrast. NIR QDs led ta a drastic 
improvemenl oFsignal-lo-noise ratio due 10 Ihe low aulo-nuorescence 
background in Ihis spectral region. Blood vl'ssels could be imaged on 

f it. ~ ln ';>0 n~"", i!1'l.lging of,~ ",h' uillMy Iyrnph ood~ of m'oc~ w;,h 
f1u.ot>t. mil> S min .ft .. subrut • ...".. injffiion of 20 pmol or CdT<StiCdZllS (. 1 Of 

CulnS,/ZnS l b) QPs in ,~ rillhl .nt.ri<lr p;lw, Thr .xpOS.n li_ is 10 ms (.) Of 

50 m. (b lo nd I~ inj«tiOll poinl (wh;,. , .... OW) WH h;dMn. 

, 
multiple $Cales, from large vessels at Ihe whole embryo level 10 

small capillaries, ln both sludies, QDs were beneficial compared 10 
nuorescein-Iabeled dextrans. a common angiogenic imaging probe. 
due 10 Iheir higher brighmess .:md 10 thei r l'mission in the more 
favorable NIR region, 

Mter some time in the bloodstream, QPs are elimina ted from the 
body or sequestra ted in one or several organs, Elimination via the 
kidneys into the bladder requires very small hydrodynamic sizes. 
A threshold of S.5 nm in hydrodynamic diamNer was for example 
found forcysleine-cappecl QPs 1251, Since NIR eminingQDs are usually 
larger Ihan Ihis, Ihey lend 10 remain in the body. Their oiodislribution 
kinetics and fin al repanition strongly depend on their surface che mis­
try. Most types of QPs become opsonized in t he circulation and are cap­
lured by macrophages in organs oflhe reliculoendothelial system (RES) 
(Iiver. spleen. bone marrow. lymph nodes" ,j 1120-122], QD circulation 
limes are Ihus determined by how long Ihey are able 10 l'vade 
opsoniution. Functionalizing QPs with larger PEG (molecular weight 
larger than 2000 g/mol) chains thus prolong::; circulation times. as has 
been shown with a variety of nanopanicles 1121] hut do l'lot avoid 
final capture by the RES 1120,1241. On the other hand. QPs capped 
with smaller PEG ligands seem to display a strongly size-dependent 
biodislribution. Choi el aL tesled smalilnAs{lnS QPs capped wilh sm~ller 
PEe ligands (MWranging from 10010 1000 gln'lOI ) 119~ Whileveryshon 
« 100 glmol) PEe chains proved inefficie11l in evading opsoniution. 
shon (typ. 200 g/mol) PEG chains allowed QD elimination into Ihe 
urine. FUl1Ctionaliution with longer PEG çhains led 10 an increase in 
hydrodynamic size. preventing filtratioo by the kidneys and filldlly Icad­
ing toacrumulation in RESand otherorgans in a size-dependem manner. 
PEG length is however proh.:tbly not the only determinant of QP 
biodistribution. but œnainly PEe density and stability of the surface 
chemislry on the QP surface muSI also s t rongly innuence Ihe fale of 
QO after intravenous injection, The mechanism and optima l condi­
tions for final excretion ofQPs via the hepatobi liary pathway remai n 
unclear, ln p.lnicular, most QDs seem 10 remain sequeslrated in the 
liver for long periods of time. up to IWO years alter injection 1125]. ln 
COntraSI, a recent sludy provided evidence For renal and hepatobiliary 
excrelion of silica-coaled CdSe QPs, for which eliminJlion was complet­
edbyI20h [126], 

1,3, Tumor imaging 

ln vivo nuorescence imaging of tumors using NIR QPs is a very 
JC1ive area of reseJrch as it may provide tools 10 locate rumors and 
metastases or map IUn'lOr margins during surgel)'. Indeed, surgieal 
removal of a tumor is often the beS{ method of cure for cancer, Incom­
piete rt'Section of J neoplasm is a major factor that compromises Ihe 
long-term survival rate of cancer patients, Adequate assessment of 
the exte11l of the disease is limited duri ng surgery because it relies 
on pa lpation and visual inspection, The elTect is in J 40 - 80% recur­
rence rate.like in retroperiloneal sarcoma, brain or breasl neoplasms 
[127.1281, Surgl'Qns are required ta remove large surgkal margi ns 
Jround what they perce ive as a nt'Op1aslic tissue because of the 
microscopie tumoral dissemination in the surrounding healthy tis­
sues, It is therefore imponant to develop new technologies that will 
help achieve precise delinealion o f lumor margins and improved vis­
ibility of small tumors that are difficult ta d istinguish from normal 
ri .. ues, fluorescence-guide<! sur-gery U5ing NIR emirring nanopdnicles 
is an emerging te<:hnology that holds polential to provide a viable solu­
tion ta this problem. and as a consequence several strategies are being 
developed ta target QDs ta tumoral cells in vivo. 

Many types of circulating nanopanicles have been shown to accu­
mulate in the tumor due to leaky blood vessels and inefficient lymphatÎC 
drainage [129.1301, This elTecl is known as enhanced permealion and 
retention (EPR) elTe<:!. and was also verified wilh QDs in several studies 
(Fig. 4.'i.b ) [ 131.132 [, The shdpe and size oflhe nanoprobes play .lCIucial 
role in this proœss. since smaller panides seem tO penetrate dt>eper 
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illlo the [umor interstitial medium 11331. Similarly. for a given nanopar­
ticle volume. rod-sh,J.ped QDs seem to provide more efficient labeling 
[han spherical alles 1134). On the orner hand. small partidl'S are more 
Iikely to be washed out orthe [umor 1 135). and the optimal nanoparticle 
size likely depends on the imagiog p.:Iramelers (l'.g. de1.ly belween 
in je crion and Îmaging) and the type of tumor. However the level of 
EPR-medialed QD [UmoT capture is ohen low. alld is unlikely to allow 
eflicient detOClion of micromeL:lSlases. 

Several methods have [hus bei'n proposed 10 design I.ugeted QDs 
alld increase [heir spedric upt.lke efficiency. In gener.-II. iruravenously 
injecte<! QDs must meet several criteria to efficienlly label their target: 
long circulation rimes for prolonge<! exposure to Ille t.lrgel slow clear­
JOCi' From Ihe bloodslream by Ihe RES and strong affinily for lheir largel 
forf~SI binding ~nd minim~1 release b.lck inlO Ihe bloOO orlymphcircu­
lalion_ Mosl oflhese QDs are therefore mated wilh long chain PEG for 
minimization ornon specifie adsorption and prolonged circulalion and 
further conjugaled with targeting moielies. While function~1 QDs have 
been SlKœ ssfully targeled 10 differenl lissues. sueh as blOlXl or Iym­
phalic vessel )136-138) liver. )139) or lung )136). there i~ an important 
effort toward the design of efficient tumor-targeling QOs. QDs conjugat­
ed wilh antibodies againSI lumor-specifie antigens were for example 
shown to label lumors xenografted in mice m!lch more efficienlJy 
lhan non-t~rgeted QDs [131.140-- 142[. Tada et al. h~ve tracked the 
pdth and kinelicsof diffusion ofsingle QDs targe!ed 10 Ihe human endo­
thelial growth fador 2 (HER2) inlo lhe largeled lumor (Fig. 4<:) [141). 
They were able to show that the QO first cirOllates into bloOO vessels. 
then ~"travaSiltes from th~ ves:s~1 into the tumor ~"tr.xellu)"r s p.1t"e 

and binds iLS HER2 targe! at a tumoral eell membrane before gerting 
intemalized and transported 10 the perinuclear region. QDs conjugated 
10 lhe endothelial growth faclOr (EGF) have also been shown to effi ­
cienlly I~rget HER2 both in vilro [143) on cultured cells and in vivo 10 
label tumors [144). Another popular strategy relies on the ReD peptide 
sequence 10 larget QDs to integrin o:"'~. a reœptor involved in angio­
genesis. proliferalion and me!~st~sis. which is upregulated in ceruin 
lumor types [46.145- 147]. Again. targeled QDs showed higher upt~ke 

efficiency compared to non-Iargeted ones in tumor-bearing miee. The 
small size ofRGO sequences allowed bindingofmultiple u rgeting pep­
lides 10 the QDs and inereased tlleir giobal affinicy for integTins.lmaging 
of lumar frozen sections and real-time inlravital RGO-QDs Iracking 
showed thal these QDs did not extravasate bul indeed bound 10 the 
tumor vessel walls )145.146). Interestingly. tlie aUl hors observed That 
RGD-QO~ bound to their specifie integrin targets majoritarily as small 
aggregales and not as single nanoparticles (146[. These aggregates 
were also able 10 tr~nsiently bind to vesse! w~lIs in non-tumoral tissues 
bul were rapidly washed Nck inlo the bloodslream. This effect is nOI 
complelely undersloOO yet bul w~s tentatively attributed to lhe laminar 
now in bloOO vesselsand to polyvalent bindingofQD aggregates 10sev­
l'rai molecular largels on the œil surface. 

This emphasizes lhe innuence of lhe nanoparticle size on its 
biodistribulion and iLS targeting efficiency. larger particles (100 nm­
few JIIT1 ) may therefore be preferable for specifie imaging or drug delivery 
applications. QDs have t hus been incorporaled into immunoliposomes. 
siliea beads or polymer nanoparticles 10 provide them with a gOlXl NIR 
nUOI"l'SCl'TlCe contrast [\33.148-150). For example Weng et al. have 
l.lsed 100 nm di~meter liposomes ~ s ~ nano-platfonn with drugs 
ioside and NIR nuorescent QDs and tumor-Iargeting antibody frag­
ments on Ihe surf~ce )149[. QDs allowed visu~1ization orlhe liposome 
I.Ipl~ke into tumors xenogrMted in mice. Similar constructs could be 
used 10 combine diagnostics and therapeutic abililies. for examp!e to 
fol1ow where drugs ~re being delivered during the lrealment 

3.4. CcII trIKking 

CeU tracking using NIR noorescent QDs is also a very arow- and 
promising area of research. The abilicy to track tumoral. stem. or 
immune eells in vj~oafterinjection iseentral to manybiological studies. 
QDs ha~e chus been used to lalx-Ithese ceUs in vi/ro. eÎlher by Iabeling 
specifie membrane reœplors or by endocytosis. QD-labeled eells are 
Ihen injected in ~ivo and tlieir biodistribution can be m.Jpped using 
Ihe QD nuorescenœ signal (Fig. 5) [151 - 156]. For these studies. 

a QD-PEG OD-PSMA b 

fIg. ... ~) HiSio1ogic.l1 ~ .. m, ... lion ofQD up,~k~ in ( 4_2 'umor ""nov~fl< m.oin,~in'" in .at hymie nudt m,œ by EPR ~fI'M (QD PEG) or oct'w ~n'ibody_"""'i ..... .. rvtins (QD 
PSMA). ~) ln Yi"" ' umot im.lJlin, of in live miœ LIS'''' .n!ibody-'~'i"'" QD$. (olors «>rn<pond '0 SPfru"~lly "nmi .... noor""""" sign.ols Imm , .... ~lJIon""""sc.n<1' (yelklw) 
~nd QOs , .... ) (1l1~ e) Dim! yjswli ... rion ofbOnding ofRCD-QD 10 !umot w...,lcndollltlium. From Id 10 right: ITHn cmn.,.,l shows EGA'-txprnsing unœr ecU .. wh~. , .... 
.... mm.,.,l,,"!!i,," 1 .... lumo<"S • ....-u4'u'e Yi. injeaion of Angi~n", dye. The J'lIR (/unnel sbow$ in" ..... ....-ul.uly .dmin i" ..... QO> whim œ m",n in , .... vesS<'ls.nd do IlOl 
. "', ........ , •. QO binding ...... nts ~œ ....... k ... by bI~dt ~rrow. in t ........ rge '''''''" 11461. (For jn,.rp .. ,~tion of the .. ftrenCH 10 cotor ln th;" !ig"r~ l'S'nt!. , ...... ~dtr j ... lm'" 
Il' , .... _b ""r.<"'" of,hi • ...,ic~.1 
~prin,'" wilh ptrmi .. ion Imm Mocmill.n l'ublish." Ud: N.I'u,~ Bio,cdUlologycopyfÎghl (200<1 ) ~nd with perm;«ion fmm Ameri .. " Chemie. 1 So<iefy copyrig/11 (2008). 
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suililble QDs should he able toefficicntly I"bel targe! cellsin vitro and 
more imporuntly Ihey should not Icave these cells after Ihe in vivo 
injection. 10 maintain a perree! correspondence between the injet:ted 
cell biodistribution ,md the QD Ouorescence signal. In severa! studies. 
QDs were shown 10 remain inside llieir initial relis during the experj· 
ment. from a few hOllrs up to fourweeks in vivQ [ 153[. The abi1iry tu l'as· 
ily sep.trate fluorescence from diffel1'nt QD populations dllows imaging 
the migration of several cell types simultanoously and sludying their 
interactions in vivo 11521. Near infrared QDs l'llhance the imaging sensi­
livity over visible emining f1llOrophores. !'l101bling dell"Clion of only 
5000 relis subculaneously 11551. 

3.5. Mulcimodal QJJs 

Near infr.ued f1uorescenœ imaging is flexible. dl!'ap, easy 10 use and 
sensitive; lIowever it is limited to deptlls of a few œntimeters below tlle 
skin. In contras!. magnetic reSOndoce imaging (MRI ). scintigraphy. 
single plloton emission computed tomography (SPEer) and positron 
emission tomography (PET) give access to wliole-lxxIy images. witll 
smaller spatial resolution. There is therefore a large interest in combin­
ing fluorescence wilh dTlOtlier imaging modality to benefit from the 
advantages of tlle two tecllniques. Quantum dots constitute in tllis 
regard promising platforms to assemble dirrerent contrast agents to 
fonn multimodal nanoprobes. 5everal examples of QD-b.lsed multi­
modal probes have been described in the literature. iocludingMRllfluo­
rescence and PET/fluorescence probes [1571. One of the most common 
str ategy use.:! to build these probes consists in COdting tlle QDs or conju­
g.Jting them witll paralTldgnetic (for MRI ) or radiOdctive (for PET) 
ion chelates or mohxules. For e)[ample. Mulder et al. incorporated a 
Gd-chelating lipid intoQD phospllolipid micelles [158.159[. The miœlle 
was funher functionalized by conjug.Jtion with targeting RGD­
peptides. This probe enabled visualization of angiogenesis Tegions by 
MRI and visualization of tlle tUlTlOr blood vessels with a higher resolu­
tion using fluorescence. ln anotheT application. Duconge et al. designed 
!5F-labeled QD micelles: tllis dual PIT-fluorescence probe was injected 

• 
in the tail vein of a mouse [1211. These enablecl to quantitatively mea­
sure the whole-body QD biodistribution in real-lime using PIT and 
pllannarokinetic parameters sucll as blood cirrul.ation lime. Auores­
cence imlSes were Illen obt.l;noo by fluorescence confDC.l1 endoscopy 
to image tlle QD distribution at the intracel1uldT level. 

AnOlher strategy!O build multimodal probe is Tlle doping or QDs 
WiTh paramagnelic ions sucll as Mn. This lias bœn demonstrated 
using differenl types of QDs. including CdSe. CdS. CdTe. or Si-b.lsed 
nanocrystals 1157[. Wang et al. syntllesized visible emitting CdSe/ 
Zol! _ . )Mn.s water soluble QDs and internalized Them into cultured 
cells [1601_ These QDs produced sufficient contrast to allow visualiza­
[ion of [Ile eells using both MRI and fluorescence microscopy. The 
same strategy was use.:! with NIR emitting CdTe5e/Cd5 QDs however 
bimodal imaging has not been demonstrated in vivo yet [1611. Finally. 
a third slrategy con si SIS in assembling QDs with Fe,O. or Fel'l mag­
netic nanop.!rticles in silica beads. micelles. polymer pdTticies. or 
within nano-heterostructures (nanoparticles compose.:! of a magnetic 
part and a semiconducting part ) [162-165[. 

4 . Conclusion and perspectives 

Recent yeaTS have witnessed the development ofbrighl near infra­
red emitling QDs of differem sizes. compositions and properties. This 
allows tdiloring the choice orille NIR probe dependingon Ille applica­
tion and tlle desirecl propenies. The available NIR QDs orrer a wide 
range of emission wavelengths spanning the optical window for deep 
tissueimaging.lifetimes ranging froma few tens toa few hundred n.lno­
seconds. compositions prt'senting limited lo)[icity ... The type of surface 
chemistl)' may also be chosen From a variety of different solubilization 
strategies. sorne ofwhich endble renal e!imindtion of small QPs. other 
long circulai ion limes and further conjugation of tJr-geting molecules. 
This has pennitted the development of several in vivo imaging applica­
tions. rt'Iying on simple QP diffusion (Iympll node mapping. va5CUlature 
ilTldging ... ) or more romple)[ tdrgeted imaging of tumoral cells. Current­
Iy available near infrared QDs therefore represent a powerful tool for in 

f it- s. Coll l.>bolin,.on<! """"kin, usin, _OCY""'~ QI)<..) S""le ~n La"'~ wi,h QI)< bef~ ln vi", injK!i<IrL b) s..v.n im"ll'" SUp'rim~ ln ,i"", •• • single bone rn.orn:>W 
lü",ogr"r.tg.I'i ... ~n ~td with QD59IH"T (oronl<') n.,.;PIN ,he 'umor ... ...,1. highligt"td wi,h QO<I70 mi«lln (blue ) in ..,-",. Scole .... , i. 50 ,.". (For in,erp~o,ion or 
,ho ",f. ",,,, .. ,ocolo, in 'hi. figure ~_. 'ho reoKle, is referœd '0 'ho web v~ion or,his .nide_1 
Rop'inltd by ... ,mi.sion from ~in.m Publiwrs Ud: Na'ure Mf1Ijci"". 11S6 j <o!>yngtu (2005 1. 
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'" 
vivo biologi(~1 siudies, and we ellpect th,).! they will become increolSing­
ly used in many sludies surh as œil tradeing. tumor im.lging, drug 
screening ... 

F1ooresœoce imaging liolds greal promises to assis! oncologiea! sur­
gery due to simple incorporation ta surgie,}.1 inspection to delineate 
tumor m;lrgins or map sentinellymph nodes 11661. The deteaion sensi­
tivity of thes!' techniques sufTers from Ihe lad: of high brightnessfhigh 
stability organic fluorophores emitting in the NIR. In Ihal respect. QDs 
hdve Ihe polemialw siglliliçanlly illlpruve Ihe pelfumla'lÇe of neaT in­
frared fluoresœnœ imaging for optically assisted surgeTY thanks to 
their superior oPlieal ch.lracteristics compared 10 organic dyt's, Howev­
eT IWO Illdin challenges still need to be rl'solve<! before this technique 
(an ream lhe clinical field. first. efficient targeting str.llegies musi Ile 
developed to ensure sensitive I.J.beling of very sm~ 1l metastases. ln 
vivo largeting is a more glob.il stientific and biolechnological problem 
Ihal is shared wilh many other biolechnological fields. in imaging and 
drug delivery. StNdy progress in targeting efficiency is being m.lde. 
and we can expect satisfying results in the near to mid future. Second. 
ifQPs are 10 Ile used in cHnical applications. Ihere should Ile no reason­
able doubt aboui short and long lerrn loxicity. This implies thedevelop-­
ment of QDs with minimal loxicity. which has already begun but can 
œrtainly progress further. and the elimil'ldtion ofinjectcd QDs from the 
body. which is currenlly less advanœd. While SQme sufficiently small par­
lides wilh specific surface chemislries may present.l œrt.lin degree of 
ren~1 f.'Iimin~lion.compINe ... Iimin~tion will proh;obly rNllIire eilhE-rrleg­
r.tdation into sm.Jller alomic campements and/or l'IdllOp.lrt:icles lhat are 
efficiently l'liminale<! from RES org,ms imo lhe bile and Ihe intestines. 

Supplememary dala 10 this anide can Ile found online at hltp:1I 
dx.doi.org/ I O. 1 0 16/j.addr.20 12.08,016. 

Referen ces 

II I Y.T. üm, S. Kim. A N.ok'Y'IN. rU.StO!!. M.G. !!.Iw.r.di. j.V. Fr.ngioni. SrlKtion 
of qu. ntum <101 w''''' I.ngth for biomr<!ie.al ..... Y'.r.d im.>ting. Mol Im.>ti", 2 
(2003) 50-64. 

12 ) A.t.\. Smitt., M.c. Mancini, 5.1.1. Ni •. Sr<ëond window for in vivo im.ll;i"" N." 
N;u>;I'ochnoi. 4 (2009) 7 '0-7' 1. 

13 ] VJ. P.ns.a,",. S. Hoj.azl W.~ FM'IIU. lU(. Prud'honmr. Rrvirw d tore-w~ 
Qp<ic.>I ;nI NIR ~ motrri.ats: contr.<S! ogentS. ftuo~.rd ll'IJItifuo:rio 
"""" arrim.. a..m. Mot .... H (2012) 812-321. 

14] P.c.N. Ron ..... IlLA <k V ...... t.,j. Kuiprr, M.1t Bijj.[,rbooch, E.AL Bi ..... n. TJ.C. 
von 8t,k.l Rrmmbi ... nt lipoprotPin" liJlO!>l'Ot.in· lil;<, lipid PMlie ... for d"'ll 
t.,~eti"" Mv. ()ru, Do:liv. Rev. 47 (2001) 25t-276-

15] B,M .l!.lnh, E.1. "'ti'lOl!lu. s.s. SNnmug,o""l.ndy.j.M. I:.oi ... r. D, Crnpo-Gooul ••. 
NA DiVino,"" c. McGw.,n, T.M , Goff: N.t!. ~usry,j.H. A<Wr. T.P. Lough,.n. D.F. 
OUton. M Krstcr. T~'1eted indocy.oni ... · t;rrffl-lo,ided e.atcitJm p""'ptrnilic'I~ 
.. ,..,p.ortid., for in yiv<> pl»tody .. mk th<r.py ofl.uk.mi.1. ACS N.no S (::ro t 1) 
5325_5337. 

16] M. KO$'''. V.IIo.k.d, T. Fol<. ASJ...rn\l. C.P. Robetuon. T.T. Moopl\ U AIti'lOl!Iu.A 
T;tb,ok<Mc. M.R. P.,~, SM Rou .... V. ~ui>;.V.t.5CO.j.H, Ad.Ii,. C.kium phoSph.lte 
.... ""'""""pœit. p.lnicles fur ln vitro im,oging .00 ."",psut.ted dormottorr.p.'\uic 
dNg del;"'et)/ to e."""" <TU •• Nolno Lett. 8 (2008) 4116--4121. 

P] H5. Mucld ..... T.T. MoflOI\J-H. Ad;Iir. PJ, Butter. P!totop/l)Sic'ofCy3-enc.psut.ted 
eikium ptospJ...1I' n.nop.micl ... N ..... Lett. 9 (2009) 1559-1 So66. 

18] j .F. B'inglry. T.L 1'01\".,.. RL W."" j.F. H.o,drt. WJ. H.o,rison. L BuonrINni, 
Silie. "'fIOIlMticln .nc.op,"I~i", ..... ·inf .. "'" e mis,iI'. <y,nl ... ~j. Coiloid 
In .. l1'= Sei. 320 (2008) 132-139. 

19] D. KlIOpp. D.P. T,,,,, R, N ....... r, Bio.on.lytiul .ppie.tion, of lIiornoIKul.· 
functio .. li,od .. ""rnr,.,· .. ,od ""pet! ,ilie. p.tfficles. Andl. Chim. Act. 647 
(2009) 14-l0, 

(ID] X.H. W."" .... 1l 1.1",.1 ... T. Ur.~mi. LF. Zh.1ng, MV. Bond.r. M. Kem.t'u. K.O. 
Ik illoold, Fo", t. ,.,.,rptor-t.1l'JOtrd .Wrg.ltion .... h.ncod .... r·IR rm"tln~ 'ilie. 
.... ,..,pr<>be f.,.. "",,·pho1on in vivo ;rnd t __ pl>Olon ex vi"" Huores<....:e 
bioi"",gi"" Bio<onjug. Cbem. 2l (20 11 ) 1438-1450. 

Ill ] M. p~nol\j./li.p<I'''''' C, 01)""" M~ .. t""oop.1ffiele p">mOn><>.l..u<'rl'holonk> 
Rev.2 (2008) lJ6.-I59. 

112] LR. HirsctI. AM Gobin. AR. Lowe<y. F. T .... lt.A. ~,.k. NJ. H.i.as. j.L West 
Met.1 II.IOOShoU .. Ann. Biomrd. E",. 34 (2006) 15_22. 

Ill ] x, V .... n. 1. luo. Q.lh."g. X. Zh.1ng. V. Zhe""j.V. Lee. J. Xie. Syn'hrsi. d HiIlh!y 
AuorC'Sttnt Mml (Ag. /lu. Pt..nd Cu) N.noduste .. by ElKtromtic.lly Induced 
Rev""i .... Ph.asr Tr.nsf." N:.S N.ono 5 (201 1) 8800-8808. 

114] A.t.\. Smi,h, AM Mohs. S. Nir. Tunin~ ,he Qj)Iic.al.nd elMronie pnlptrti .. or 
eollo"'"' l "'nocrys,.I. by t.rrie. ,,,.lin. Na .. N.I'oOI""hnol. 4 (2009) 56-63. 

IlS] H. M. rrou$Si. C. P.lui H,B. N •. l.umi ... "",n, QLLOnlum dots.as pt.tfonns fur pmbin& 
in vitro.OO in vivo biologie.1 P ............ MY. ()rug Del;"'. R ... 64 (2012) 138-166. 

1161 D.R. L",on. W.R. Zipf.1. RM, Willi.>ms. SW. (lo'k. M.P. Brucho>. fW. Wi!<". 
w.w. W.bb. W.t.,.-solubl. qu.ntum dots f.,.. muh'phaton fl-=I>CC' im.og. 
ing in iii"". Sei.nce 300 (2001) 1434- 14)6. 

1171 F. IIolmchon. W. Do:nk. [)eorp 'i ...... tw<>-pl>Olon microsropy. N.t. Method, 2 
(2005) 932-94tl 

[181 s.w. wu. G IYI\ DJ, Mjl~",n.S.Aktni. V."'t.,.. D.V. T . .. pin.lI.E. (ohm. PJ. Scto.d. 
Nott-blinkio.i.rd pOOtost.1b1e u[lWfl\'l'Ood IuminrS<C'tlCC'!rom single t.ntlwnide­
dop!<I~I'roc.~Lk.ldSci.US."" 106(2tnl) 10917_1092 1. 

1191 M.1t Sa. (J. Xu. AM. lMni".. s.s. c..mbhi,. JJt Rott. Srlf.mu",i ... ,i", q .... nlUm 
dol conjUS.t .. for in vi"" irrwsi"" N.t. 8iotedll'oOl, 24(2006) 339-341. 

[lOI QL d.Chrnnont,C. CJ...",x.j. Srsuin. F. P.tt., s. M';tr.j ... I,j.P.joIiwt, D. Gou,;"" 
M. _ ... D.Sctlrnn.lo. Nanoprobrs wi,h .... '-inhfod pet'5ij.[.m Iurninrsct'r1Cl' 
for in viYo h"'ains. Pme. N .. I, Aad. Sei U. S. A t 04 (2007) 9266-9271. 

1211 E.I. "'ti"""u. j.1l. /ld. ir, N ..... infr .... ed i",.g;ng with .... nop.onid ... Witry 
In~rdiscip. Rrv. Nonomed. N.!'IObiOtechrooL 2 (2010) 461-477. 

1111 Ile. A>w.thy. Y. Voshid •. T. M .. bw •. O.s. Kumor. N •• r-infr.,od "".ntum dot. 
for d ... p ti .. ,,", iINgi", ...... t. 80 ...... 1. Chrm. 197 (2010) 1417-1435. 

[231 XX Ho. K.M. W .... Z ChrnJ. In iii"" .... r·infr~ n~ im,oging d e.anm 
wi,h """"p.tnido·b.oset! ptt>bes. Woloy tnlerdiscip. Rov. Nmomtd. Nmobiolochn<t1. 
1 (2010) 349-366. 

1241 Q.A. 1.1 .. X.G. Su. N ..... -infr.red q ... nNm dots: synthesi .. Nnnion.oliution.nd 
.... !ylie.1 'ppl i<.o,ion •. An.a1Y" 115 (2010) 1867_1 &77. 

1151 HS. 0.,;. w. I,ju. P. Mi~ .. E. Tmoko. J.P. Zimmer. Bl lpo. MC. 1!.Iwendi. j.V. 
Fr.ngio<u. Ren.ol dt .... __ ofq ... nNm dots. N.t. Biote<hrooL1S (20(11) 1165-1 170. 

1261 D.E. Gomr>. J. y.n ErMd.n. P. MuIY.""y. MJ. r.'nH. Il. Rubinsz,.in·DunIt>p, 
E><eiton·rrion " ..... ition. in si",1e (<ISe_CdS "",._.hoU n.nocrysul •. AC; Na"" 
3 (2009) 2281-2287. 

[271 MA Hi ..... P. CUyot·Sion .... l Synt"'is.OO ch.r;oc,.riution ofst,..,.,py lumi-
nrscing ZnS<c~pprd Cd~ ... nocryst.ol .. ~ PhY" 0Iem. 100 ( 1996) 468_471. 

1281 S.Uhurri • • P. Guyo..sion ... st , B. Mohler. B. Dubr"'.t. Mn(2 + )a,. r.di.1I~· stI,. g,lUS' in colloid.1 «w/shrll fWlo:ryst.l .. Phys. R ..... l.rtL 99 (2007). 
[291 0. f . kt.ri .. V . ./O<h~ T.lrinopoulou. P. T.I/C. M. Srnnou" H. Gimd, C. c.....Lj.C. 

......... ut, . .... Thord jJ'. Roud"" rA CUmll, F. T"",,,, . .... 1'Io",otuoûn<oœn' dia 
mQ<Jd nonop.uti<I .. for ~1I1.brlin~: stull)' ""he up'.k. [fII'Cb.,nism in 1'fLIm­
",.Ii.n ~I'" ACS N.ono 3 (2009) 1955- 3962. 

[301 F. Erogbogbo. CA T .. n. C.W. a.."" ItT. Yon,- W.C Low, H. Ding. l, Rgy. M.T. 
Swiltort. P.N, Pr ... tI. Bioconjus-o'ion of lumi~nl .ilicon Q""ntum dOl> f", 
...IM;"'. upW,. by <'n«1" ~II~ BioronjUJ. Chtm. 22 (201 1) 1081-1088. 

1111 T. Pon~ N.l.tq ... W<, II. Mohl..-. 5, S ... nou,ki. A F,;ogol •• B. DlJbrrt,",t, Synthrsi. of 
..... r.infr.'ed ... mini"" w. , ... -sol uble CdTm/CdZnS <=/$1It1i Q .... ntum dots. 
Chtm. Mot ... 2t (2009) 1418_1424. 

1321 B. Black",.,,, D. Et.1t.gli .. X.G. l'ffig, 8ti,ht md w. tcr-soluble ..... IM ... mi~ing 
CdSr/CdT.JZnSr TypI'.IIi"l)'pr-1 "'nonyj.[.als, tuning tho.~ .nd j.[.bility 
by JfOWlh. Cb<m M" er. 20 (2008) 4847-4853. 

1331 Z Drng.O.SctruIz.s. Un. B. DUlI.x'I.iu. X. WPi, It Ros. H. Vm. Y.l.iu.""'"'""synthe. 
<is of.inc ... rnde CdTe,'C<IS rruaic~,lhid<.shrll 'et'.aI'tod,.I·,J...pet! ~ 
wnh rnlission rURiblr '0 ....... infr......:l.~ AnI. Oorrn. Soc. 132 (lOtO) 5S92-5S93. 

1341 s. Kim. B.l1sher. HJ. EisIrr. M.l!.Iwo'ndl Type-D 1ILLO"n.n dots: CdT./CdSe(<OI"OlsheU) 
.artd CdSdZinTr(<OI"Olshrll) hetem!ll\lClutn. l Am. Chrm Soc. 125 (2003) 
11 466-tl467. 

1151 T. Pon .. E. Pic. N.l.tq ...... E.C ..... tt~. L 8ezdet""y •. F. Cuill.min. f. M,1/"h.l. B. 
DlJbenrrt. Co.oImium·f,.,., CulnS(2)/ZnS q""ntum <101. f.,..,...nli ... llymph nodr 
im;ogin~ with rMl/Ceti toxicily. N:.S N.no 4 (2010)2531_2538. 

1361 Lü. TJ, Daou. L T • • i. r. T.T. Kim Chi. N,Q ~m. r. R." .. Highly lumi""",...,t 
CulnS2/Zn5 eorr,.hel i nmo<T)"SI.ols: c.>dmium·f"", QLLOntum dOl> for in iii"" im­
;oginl.Chern. M.tn 21 (2009) 2422-2429, 

1371 E. C~. T. Pon .. C. lIourt M. HeUe, L ~t"'Y"- F. t.\ard'Ial. II. Duberlfe\. 
Synt ........ nd clu'Xleri .. tion d ..... ·inf .. red Cu-ln-Sr/Zll5<or./ shtil q ... ntum 
dots for in vivo ilNii"" Chtm 1.1.11". 22 (2010) 61 t7-6124. 

1381 P.M. Allen. W.H. üu. V.P. Ouulul\ ~ lL<:, AV. Ting. D. Fukumu, •. RK."in. M.Go 
!!.Iwrndi. 'nAs(lnCdS) qLLOn'um dots op<imi,od for biologic~1 IlNiini in tilt 
.... r·infr ... ed.J,iIm. Chem. Sot:. 132 (::ro IO) 410-471. 

1191 H.S. Chai. tI.L II>". r. Mi .... Vl lL<:, MG. Bawmdl W rr.ngioni, TIssue- .00 
OfIOtI-stIe<TM biodisltiblJtion d NlR nuortSœnl qLLOno:um doIS, N.ono Lm. 9 
(2009)2354-2359. 

1401 s. T.mong. G. 8t~u ... , l T"';". P. RPiss. Act....,... l'Iwr T,,,,,,, ... d 1nP/ZIIS 
NoI'lOCt)'St.o" eons...ving A~ .r.d Iligh Coiloid.II St.obiI;ry. N:5 N.ono 5 
(lO t 1) 9392-90102. 

1411 H,G. ZIuo. D.F. WlfIl. T. Zh.ng. M. Oukrr. D.L MI, rwQ-j.[rp ,yntho'" of 
high·qu.llity w.t.'·<olu .... nu,·infrl"'" .minin~ q""ntum dot. vi.> .mpl\iphil­
ie po!}'rnr,.,., Chl-m. Commun. 46 (201 0) 5lO1-5JOl. 

1421 j.Y. hn. r.1t Chu, Group IV nonop.lrlid .. : ,ynthrsi" proprnies, .nd biologie.1 
Jpplications. 5",.11 6 (2010)2080-2098. 

1431 E.H, Sorgenl tnfu"'" qu.nNm <loi •. Adv. MoII". t7 (2005) 515-522. 
1441 L M.ngolini. D. jurb..-g,. E. Rogoji ... U. Kort.h.g.n. Higk .Ilici.ncy 

ph"'<>tumin~><cn",, f,om .il1<"" n.nO<J)"" . t. prcpor<d by pt • • mo .ynthui. 
. nd org.nie ,ulfx. p ... iv.tion. Phys. St.tu. SoIidl C 3 (2006) 397S_ 3978. 

[451 L Mongolin;' E. Thlnun. U. Korlsh.!;gen. High·yirld p.sm. ,yntho". of lumi· 
~n, silicon 1WIOC1y" .... N.o"" ~tt 5 (2005) 655-659. 

[461 F. Erogbosbo. KT. Yo"" 1. Roy, R. Hu. w.c. Low. W,W. ZIwo. K Di"" F. Wu. R. 
K"",.r. M.T. sw;J...n. P.N. l'r.....!, ln vivo t'l'JOtod e~nc .. imoginl. ""mi ... 1 
!ymph l'lOd. ,""ppi", ;rnd muln.m.nnel Im;ogi", with blornmp.oliblr silicon 
n.nony" .... ACS N.no 5 (20 11 ) 4t)_42). 

1471 Y. 110, VI. 2lIong. F. l'mg. x.P. Wei. V.V. Su. YM Lu. S. Su. W. Gu. l5. ...... S.T. lL<:, 
~pQI micrQYl...., synthtsis dw., ... -<lisporsible. uI".photo- md pH ........... nd 
hi:ghly fWmœnt .. Iicon qLLOno:um dots. ~ /lm. Chem. Soc. III (2011 ) 14192-14195. 

Please cite this arlicle as: E. Casseue. et al.. Design of new quantum dOl materials for deep tissue infrared imaging. Adv. Orug Deliv. Rev. 
(2012). http://dx.doi.org./l0.1 0 16/j.addr.20 12.08.0 16 



Nanoparticules fluorescentes utilisées dans le repérage du ganglion sentinelle 

66 

• • 

1481 j.t1. PorI<. L Gu. G.'on MlI!%.Ohn. E. RUOIJ.hti S.N. B~t ... M,). s..ilor. Biodtgr~ 
lumiM<Cl'I1! par""! silicon rwnop.>rtic\.s for in vivo . pp&.Iion<. NdL M ..... 
8 (2009) )31 - 1)6. 

1491 D,C lCC'. tM. l'ietrys.l, 1. ~obt~ OJ. w .. d •• , 11.0. Sd",llc-r. V.l. Kli""",. CoIloid.11 
synlh"Sis of Inf .. ' .... .. mini'" , onn.nium II.lnooyst.ol<. J. Arn. (hem. Soc. 131 
( lO(l9 ) 14lG-l437. 

1501 DA Ruddy,j.C.joh ...... E.R.Sm~h. N.1l N<-ol., Si2. "00 b.lndg;l~rontrol in ,hr 
solution. p""~ 'l'n'hM;! of n • .,.infr~ ...... iu;ng " "",nium n.nocry""<. 
AG Nol .... 4 (2010 ) 7459-7466-

ISII EJ. H.ndmon. M. s.,lno. D.P. Puuo. G.A Ozln. Coilold.lly ... bI, ",,,,,,nium 
n.mocrys'''' for p/'IOIonic >pplic. 'ion" "CS Nono 4 (20 10) 7683_7691 . 

1521 J.1l !I.1be. u. Y.LOin.S. Pr~r. F. Jebed,o. T.C ... btl.j. W,,,,,hll\lp. FoIbric.,ionof 
singlo n",kol'nitrovn dl"f«t. in di.mood by rn.mk.1 v'po< d.posl''''''. ~pl. 
Ph)'$. !.l'n. 86 (200S). 

1511 U. VI..".. • ...s.. B.lm.ord. V.G. Itokhtnko, 0.1 .... brd ..... M.V. K""zyub,a. AV. 
$.Ive!i ..... VJ. Ko..,.. E. eoov.erl$. N."",H.mond phol~nû".rs b.oStdOll ,'rong 
JYfTQW-b,md lumi,,"",,~ from "licon_v""l><)'d. f«1S. Adv. Mot.r.21 (2(09 ) 
808-812. 

]501] A. s..hu. 1..). Qi. MS. K..ng. O.N. Deng. 0.). Noni~ F.ari lt synthnis Or sil.....- ch.1lc<>­
~nid. (.-.g(1)E; E _ s.. S, Te) .. mk'ondU<1or •• ulO<!}'>t.lI .. ~ i\m. Chom. Soc.. 
113 (2011 ) 6509---0512. 

]55] M. V.~m.&. S. Pichle .. M. $ytnyl<. R.Soyrk.l.mmor. R.T.lKhn .... G. Frit>.Pop<>'iSki. 
O.}uub. K. S,end,,;. Il R.,.I. O. ~<H'OVY.nko. MA loi 0. l'.ris. G. He, .. r. W. 
Hei ... Infroml .mitting .nd pIIot<>«>n<luning rolloidol silV<"r ch.1lrogenid. 
IWlO(ryS'ol qu'"'um dors r",m . silyl.mide-p",motod syn'~s. 1\0 Nono 5 
(2011 ) 3758-3765. 

1561 s.L Shtn. V.). ZIIons. L ~ V.P. I)J. Q.B. Wong. t.Iotdtstict-wPf"d .o.g2S--ZIIS 
............. """I\ICIut.-s prnorvingboth UV{bl .... nd ...... ·inlrn<! p/IoIoI.."i~. 
~.Chm\ 1!lI. Ed. 5O{20II ) 711S---711&. 

]57] II. M.hl.r. N.l.equeux. 8. O""""~. Ug.md-cont",lk'd poIytypism or 'hidc· ..... 11 
CdSriCdS n'no<1}'5 .. l .. J. i\m. (brm. Soc. III (2010) 951- 959. 

1581 A.L Rogoch. T. F ... zl. TA. Kllr.J. Feld ... nn. N.G. panik. V. usny.k, A. ShneLA. 
Eyrhmul lor. V.JI. R.lkovidt.).f. Ooneg.on. Aq ........ syn'brsi. or ,hiol·appo<l (dTe 
IIMIOCryS'ol" ,..,e--or·the .... rt. J- Phys. Chom. C Il 1 (1007 ) 14I.i28- 14617. 

1591 VA V.....,.1iM. wu. KR. Wdl .. "", U:. c.a, Syn,hesis o(CdSoP.and (dTe .... MC"t)'lot.lIs 
wi,hQut pm:ursor in.ie«ion. An&ew. Ch'm. Ir(. Ed 44 (2005) 6711-671S. 

]60] 5A Iv.nov. A. l'itY"in,ki. J. ""nd .. S. T~k, ItR. z.v.odiL W.O. W.IIO«". O. 
Wtrdtr. V J. KJi ...... Typt-II ro~/Shell (dS/lnSo .... no<1}'5t.\s: ,yn'hesi<. elK­
trOnie "'''ctures.."d 'P«Imscop;c p~fli ... J. Am. Chem. Sor. 129 (2007) 
11708-11719. 

1611 .ut Smith. SM. Nio. Bright.n<! rom~ .I!~ q .. ntum dot< w~h broodly 
tu rI.IIllo ne.ar ·inr r.mI .b<orp6on ."d fluorl"!<t" .... 'pecIr' lhrough m ..... "y arion 
t >«h.lngr.j. ... m.Chom. Soc. 11} (2011 ) 24-26. 

]6.2] S,O. 10.1 .. 0. s.e. Hielœy. B. Relljnghau<. e. W.uri«h. A. EyrhmuUer. Synlhe<1< .nd 
char..,tm..,ion or admium p~phidt qu.n'um clot, .miuing in the visibl. 
ml tO ....... infr.red.J. ... m. ~m. Soc. 132 (2010)5611_5615. 

]61] RG. Xi'.j.)(. Thong. F. Zh.o, W$. V~ng. x.G. ""ng. Synthesis or monodis~rse. 
hiJhly .mi>!iV<". ,nd ,i, .. tunoble Cd(1 )Pl2 ) IIMIOC!}'>,.I~ Chom, MOI ... 22 
(lOlO) UlO-lIIll, 

]&41 D,1t Honis. P.M Alion. HS. H.n. 8,J. W.I~"'.J.M. ln. M.G, B.owendi. Synthe';, or 
admium .rsenidt qu.nlum dot> lumi....,. nt in th<' infr.unl. J. "'m. Chom, Soc. 
III (2011 ) 4676-4679. 

]65] 1. K..ng. F'w. W; ... ElKtronie ''''.''u~ .nd oplic.ol propo'nies ofPbS ~nd PI>Se 
qu.n'um dot .. J. Opt. Soc. Am. 8: OpL Ph)'<. 14 ( 1997) 1632-1646, 

]66] F.W. W; ... u.d .. II q"""'um dots: lhe ljmil or mong qu.n'um ronfi .. "",n,. 
Au. Chem. R~ 11 (2000) nJ- 7S1l 

]67] 1. Motft'I .. V.J""o, II. Dr Gey1.r. K. Houlotr ...... J.e. M.mllS. z. Hens. Size-tu .... bIt. 
brighL.nd ".bI. PhS q .... n'um do"" • $urf.u m.mi'IIY $Iudy. ACS N • .., 5 
(2011 ) 2004_2012. 

]68] B1.. Wet"""""", q. W.ng. P. GU)'O'.Sionne ... Int. rb.1nd.nd I .... bond optic.ol 
$Iudies orP\lSe rolloi<LII q .... ntum dors.J. Ph)$. (trrn. B t 06 (2002) 10634- 10640-

]69] J.M. Pitun-. DJ. W ... der, D.). W;Uio"".j.L( .. "",.ItO, Scb.ollor. V.I. Klimov.JA 
HoWngsw<><th. Utili,ing th.llbilit~ or I .. d .. l.nidr tO ptoduc. heterostru<1ured 
.... 1IO<fY5'ol' with bright. $1,,* infr .... e<I ~mi .. ion. J. i\m. Chom. Soc.. no (2008 ) 
4879--4685. 

]70] AI.. Gu",I"n. j.EII. K..tMi. A.V. K.. .... v.nim. U. Sm in. It Hom.od E JuNn. A.P. 
... Hvi .. ,O$. R.1l Wolters. cc ArnOld j.R. K/:oth. $ymhesi. or $i",·S<'lected. 
.... rf..,. ·p.I .. iv .. .., InP .... .-.ocry> .. I~ J. Ph)'>. Chem. 100 (1996) nI2- 7219. 

]7 1] OJ. Mide ..... J. Notlk. Synthe$is .nd char.KIeri..,ion of bm..ry.nd t~rnOt)" III_V 
quontum dot .. j.lumin. 70 ( 1996)9S---107. 

]72] AA Cu,elian. U. Banin. .... V. Kdd.vankh. X. ""ng. A.P. A1ivi",tos. (oltoid.1 chem­
ie.1 Syn'hni • • nd cha"Clenu'ion of tfIAS n'.-.ocry>"1 q .... ntum dor .. Appl. 
Ph)'<. ~U. 69 ( 1996) 1432- 1434. 

ln] R Xie. O. S.""'I .... X. ""ng. Colloid.l InP n.onocrys<ol. ~s . lfinent .mi"e ... 
cov";ng blue to .. .,.inrr.~.J."'m. Chem. Soc.. 129 (2007) 15432- 150133. 

]H] .... "'h.",ni. T. Mololri. 1. Popov. U. B.nin, Synlh.,i, of In .... /CdS-rnnSr 
cor., .hell1 /.h.I\2 structures wi,h briSht . nd .Ubl. nur-infr.,ed nuores· 
cence.J. Am.Chem. Soc. 128 (2006 ) 257- 264. 

PS] RG. Xie. x.G. PerIi. Syn'''''' ie sdteme f..- hith-qlLlli'y InAs 1IMIOC1)'$,.IS b.ose<I 
on .. lr·fO<\l';ng . nd one-pot Synlhe,;, or tflAS-b.t5ed ro~-,hell n'no<1}'5t.ll .. 
An,gtw. (hem. Int Ed. 47 (2008)7677_7680. 

]761 J.P. limm. r. S.W. Kim. S. Ohni,hL ET . ....... J,V. Frongioni. MG. S._ndi. Si,e 
... ri .. of ",,011 indium .rsenid.·zi ... .. I""idt <0 ......... 11 .... noc!}'>t.ll' 0fId their 
' pplic .. ion 10 in vi"<'O im.oging.J. Am. Chem. Soc. 128 (2006) 2526- 2527. 

]77] Y.W. (.)0, U.lldnin. Cmwth .md pmpe~ of ~ndlJ(lDrrotl"/5heI1 tw1Ofty$lab 
wi,h tM.> o:o<n.J Am. Chcm. Soc. 122 (200:1) 9692-9700. 

• • 

" 
]78] PM. "'Iion. MG. 8.twendl T.muy!_IIl_VI q .... ntumdol< lumi .. ,,",nt ln t~ fO'd 

tO ...... infr.mI.J .... m. Chem. Soc. IJO (2008) 9240_9421. 
[79] K. NOS<'. T. Om .... S. O!sulol· V;>o-M'I$UO. CoIlQid.1 ,yn'~s or t. mory roppet 

indium di5el. nidt q .... nt"m dots .nd thoir <>pIi<.1 propffiirs. J. Phys. Chem. C 
t Il (2009) 34S5- l46O. 

($0] ~,c."... M. Ru,'-fo.-.ll1.c. Pons. Fo"""t,on olh'gh-q""t,<y l_tl'_\It . e mkon. 
dunor ... IIOCly".I. by ,uning .. t .. i.., .. ..,rivi'y of < .. ionie p .. Clmors.J. ... m. 
Chem. Soc. 131 (2009)5691 _5697. 

[81] HL Zho"i- Y. Zhou. M.F. Ve. YJ. He.).JI. Ve. e. He. C.H. V.ns- Y.F.LL (01I,,,,lIod 
.ynthnl< .nd op'ie.\ proptrties of rolloid<ll ,errwy chalcog..,idt (ulo52 
n'no<ry$l'Is. C~m. M~t.r. 20 (2008)6434-6441. 

(6.2] H. Zhong. Ss. 1.0, T. Mirkovi<. V. U. Y. Oing. Y. LL G.O. S<hoIes. Noninjecrion 
gr. m·sal. ,yn,~, or monodi..,.rse pyr.mi .... 1 CulnSj2) .... no<1}'5tol, .nd 
their si'e4.~nden' prol"""ies.ACS N.no4 (20tO) 5251- 5262. 

183] H. Zoo,g. Z. W. ng. E. _e .... Z. Lu. F.qM. v.n V~.1. G.D. Sdiol ... (ollaid.1 
CulnSe(2 ) n.nocryst.ls in ,he quo"'um confine"",n' re"""" synth .. i .. 
opli<ol propenin .• nd e lectrolumi....,.nce. J. PIo)'<. Chem. CliS (201 t ) 
12196-12402. 

]84] D.E. Nm>. W$. Song. H. V.ng. Noninje(tion. <me.pOI sy-nthO$i. or Cu-de/kient 
(uI~2)flnS <..-O/sheli q"""tum dOl •• nd their flu..-",,""t p",~nio .. J. CoIloO:I 
Int.tf.œSri 361 (2011 ) 491--496. 

]85] T. Orn.>t .. It Nase. S. Ot$uk>·Y.o-M.tsuo. Si~ de~nd.." opl;.:.1 hond g.lp of 
t.rnory HtI- V1(2 ) ... mk'onductor ... nOl!}'> .. I .. J. Appl PIoys. lOS (2009). 

]86] X.s. Tong. W.L Cheng. E.5.G, (tooo, J,M. Xu •• Synth .. i, orculnS(2 )-ZnS .1I0yrd 
n. "">CU,,", w ith high luminesc. nc • . (brm. Commun. 47 (2011 ) 5217- 52 t 9. 

]81] U. Vong.l, RO'i. R.tlu.li, o;ng.HX,C.lj.Zhu. X.H.Zh.uos. EJ. ~.I'.N. Prowd. 
Synthesl< or tetTlM}' CUlnS(2 )fZnS Q .. t1fum dOl bioconj""' ... . nd thoir . ppJic.!­
tion< rot torvte<lconœr bioim>aing. Imegr. BioL U~ 2 (2010) 121 _129. 

]88] LA U ..... P. ndey. OJ, Werder. B.P. Kh~ .... I.J.M. Pif"~. VJ, Klimov. Effici.nl 
synlhesis of highly lumi....,.n, Coppet indium sulli<le-bosed ror./ ..... II 
utlO<fY5tol. with ",rpri.ingly long·livod .mi .. ion. J. "'m. Chem. 50<. In 
(2011 ) 1176--1179. 

189] J. P.rI<. e. I);or,an,k. ItH. J.H,. J.F. G.llow.y. H.·E.C. 8h.>ns. M,G. Pomper. p,c. 
Se.rso ... CutnSelZnS coo#.""'1 NI~ q .... nturn .sou ror biome<lie.1 '.-..gins. 
5m. 1I7 (2011) 1148_3152. 

]90] 0,1. Nonis. AL Efros. ~ Erwin.Ilo;Jpe<I.....-.o<Jy5t.1 S6ence 319 (2008) ln6--tn9. 
]91] R,C. Xo., x.G. Pens. Synthni. of Cu-dOl>O<l Inp .... nocry$l.I. (d-dot. ) wi,h ZnSe 

dill"u,;on homer •• effici . nl . n<! <olor-tu ... bI. NIR .min .... j. i\m. (""m. Soc.. 
131 (2009 ) 10645_10651. 

192] I.L Me1Jinlz. H.T. Uycd •• ER Gokl ... n. H. MInou .... Qu.n'um ~or bioconjug.ltes 
for imogins. I>beIling.nd .. n.ing. N.t. Mo' .... 4 (2005 ) 435--446. 

[91] r. Zh.ng. E Lees. r. AmIn. P. Jtj", .. Gil. F. Vong. P. Mulv,oey. WJ. PM.k. 
Polyrntr-<OOled .... nop.lnides: • un;. ...... 1 1001 for bioLobl'lling .x~riments. 
Sm.1I 7 (lOt 1) 1111_1127. 

194] WJI.. A/g6, DL Pr •• uhn. MH. SI.wort. T.L jeIlning>, J.8. Bllr.ro-C. ...... P.E 
o.wson. IL Medin ... The ron,roIleCI d"r>lly or biomolKule. on """"""nide<: • 
ch.! Uenge ",i,ed '0 bioanboS: ..... 1 cbeml<uy. Bio<onj "3-Chom. 22 (20 t 1 ) 825-858. 

(95] X.V, wu,tlJ. Uu.j.Q,Uu, K.N, H.l1ry.JA T.-...dw;oy.J.P.Lorson.N.f.~. F. I'NIo.MP. 
Btud>o:I. tm"..,noIt""' ..... n' LlMt;"S of •• ncor m~, ~rl >nd o"'~r~h.i!.I'tor_ 
geu with somironductor q"""tum dots. N ... 8ioœchnol 21 (2003 ) 4 1-46. 

196] II. [)Jb<>fI~t.l'. Skourides. D,J. Norri~ v. Noi~. W1. A.H. Bm.nlou. .... Ubchaber. 
ln vivo In"JÎng or quon,um <lot.< . ""l>'ulO1ed in pho<pl>olipid mieelles. ~nco 
298 (2002 ) 1759_176.2. 

197] S. Kim. M.G, S._ndi, Oligo"",ric Iig.>nds for lumi .. ocen' .nd SI."", .... no<rySUI 
q .... n'um do!~ J. Am. Chem. Soc, 125 (200l ) 14652_14651. 

[98] K. Susurn .. H.T. UyMo.IL Medinrz. T. Pi)n~)B. OeIehanty. H. MI,tQu<Si. ErIo.mri"ll 
lho $I.bili!)' .nd biologie.1 funrtiotwli'n or quontum dOl< vi.! rorn~ 
mul'iful>Ctio ..... Iit>nd<-J- Am. Chem. Soc. 129 (20(7 ) t3987_ 0996. 

199] W. Uu, M, How.tth. A.II. Greyt.k. V. ZiI<'ng. O.G. i'Iottr ...... V, '--,ng. M.G. s.w.nd~ 
Comp.lCl biocompotibl. q .... ntum dOIS funrtion.lized (or ... llul .... i ... ging.). Am. 
Chem. Soc. 1)0 (2008) 1274_128-4. 

(100] E. Muro. T. 1'00,. N. Lequeu.x ..... fr",oIo. N. S.ln ... n, Z. Ltnk<-i. II. [)Jbl'J1J~t. S ... U 
.nd 51.bI~.ulfobe .. i .. zwin.'ionicqu.n'um dOl< forfu ... rion.llive·nll imos­
ing. J. i\m. Chom. Soc. 112 (2010) 45S6-4SS7 . 

1101] It Sol",",,, E OI>.JII. Oetett.>nty.J.8. BI.nco·.(o...,... 8.~john<oo, V. J,lin. W.' Herny. 
WJI.. Alg.!r. 1t1lœnern.a1. P.E o.....,.. LL Ml'dint2. MuItifunction.aI mmp.l<1 zwiner· 
ionie ligonds br pn-p.i"l ruOust ~tible SO'fIlicorwjuctQr G""mum dors .ond 
goId nonopulides.). Am. a-..m. Soc. III (2011 ) 9480-9496. 

(l02] M. o..rb.lndl. R. Tho ....... T. N.nn. Singl .. quonturn dot> in ,ilie. $ph ...... by 
mierocmu"ion 5Yntbrsi,. Chem. Mot .... 17 (20(5) 57lO-5ns. 

[103[ D. Grrion. f. Pit\olud. s..c. Wdlidtr6. WJ. P.r.k. O.l.Irrhr'.S. W.iss.M, ... Ii";""",­
Synthesis 0fId pr<>ptnio, or bioromp.l"bIe w. ter· 50luble ,ilie.<Oote<l CdSeIZnS 
scmicondu<1or q""ntum dOts.~ Phys. Chem. B 105 (2001 ) 886Ht871. 

(104] Y. Chan.J-P. limmet, M. Slroh.).5. Sledel. R~.j..1in. M.G. o._ndi. l'''''' ....... 'ion 
of lumi .. «"", 1IMIOC!}'>t.l1s inlO monodi,peroe ror.-.""'I ,ihr. miero'phe .... 
... dv. M ... r. 16 (2004 ) 2092-2097. 

11OS] W.T. "'1·J.m.l. ~.T. "'1-J.m'l. P.H. Born. n .. P.M. Frederik. K. ~o<l~~IO$. 
Funclion.li~od-Gu.ntum·dot·lipos.om. hybrids OS multimod.ol .... nOp.lrticl. s 
for c.n ... r. S ... 1I4 (200.8)1406 _1415. 

1106] X. Mi<hal.1. F,f . Pi .... "". L .... IIentolil .. ).101. Tuy. 5. 000=. JJ. U. G. Sund ....... ". 
....101. wu. s.s. G.mbltir. S. weiss. ~ntum dors for liw ... 11 .. in vi"<'O imosins. 
.nd di.tgn<>Stic .. Scienc. J07 (2005) S18- 544. 

1107] S. Zurrid . ..... Mor.bito. V. G.limb<>rtl A. Luini M. G.-.w. C. IIdnoli. Il R ... lli. N . 
Rossi. G. Vesse«hio. N. c.«i""Ui. U. V.ro""";. lmpon.nœ Of ''''' I~I of .. mOt)" 
invol .... m.nt in reI.1ion to trdditiondl v,ri,bll'l in lhe ~Î5 O(bre.tj' c_ .... 
tnt. ~ O ... oL 15 ( 1999) 475-480. 

Ple.lSe d te this article as: E. Casselle. et al. Design or new quantum dOl materials ror dee-p tissue inrrared imaging. Adv. Drug Oe]iv. Rev. 
(2012 ). hllp: lldx.doÎ.org/l O.) 0 16jj.addr.20 12.08.0 16 



Synthèse bibliographique 

67 

" 
IIOSI 5. Ohnishi. Sj.I.omnes.!te.. "'u~n«, A. Cogb.tshi ... G. Morimi.j.V. Frongionl 

llfpni< .011 ..... ';. .. 10 qu.nlum dol. for introoper.tiv. n •• r~nrr",«l n\.lOf.,­
anl .. ntintl I\In'ph 1IOd ..... pp;"" Mol. lmoging 4 (2005 ) 1 Tl-181. 

11091 S. Kim. Y.T. (jjn, le. Sol,.". AM. lJoo Gwld.j. tH. A. N.>koy.lJN..JA p...ur. T. 
Mih..tljo-ii<". R.e. Llur~. D.M. [)(Ir. Ltt COIII\ M.c. !bwendi. IV- Fr.ms:ioni. 
Nf .. ·inf,M'ftI nUOf'nCl'n, !)Ii>" Il q .. ntum dot< for .. oo .... llymph nod. m.pping. 
NOl. 8O>1echnol. 22 (2004) 93_97. 

r 1101 r. T .... 1<.o. M.5. Choi. Il. Fujii, M.G. !I.lwt .... ~J.v. fr..-.gionlll1\olg<-guided 0""". 
'UI'lI"IY usiRg invisibl. ligI\I: <""'l'lOIN Pl'f"dioic.ol Ikvdopmtnt for .. nli .... ' 
Ivmllh """" nul>Qina ...... n.SurK. Oncd. 13 [20061 1671_1681. 

11111 C.P. Pm'''go, V.l CoI,,>o. s.w. Kim. S. Kim. LH. (oh .. M.C. B.lw.ndl j.V. 
fr.ngionl. Sent;ntllymph nodr m.opping d,ho pltu,. ) """ •• CMsI 127 (200S) 
1799-1804. 

11121 (.p, p.m"go. S.Ohm$hi. S.W, Kim. S. Kim. R.G.l.iu~n«. le. Sol,~ F_Y. Chen. 
V,L Colson. LH. Coh .. M,G. 8.1wendi,J.V. Fr..,,;"ni, Inlr..,~r .. i ... idon,ifk .. ion 
of ~p"'~'" , .. "inti lymph no<Its wi,h "".,·Inlr.,ed Huor",",nc~ i""'png. 
J, Thor .... C.rdiov. ,,- Su'i- 129 (2005 ) 844-8511 

Il 131 E.G, SoIt .... S. ~im.5oW, ~i",- RG. !.lurr""',AM D<'G.ond.C.P. P."'ngo. LII.Colm. 
ML. 8dwmdi.j.V. Fr.ngim~ Sm'inellymph DOd. ""'l'Pins oIth~g""roint01l'i",,1 
rr"" by u<ing invisiblr lighr. Ann. S....,. Onrnl Il (2006) 386-396. 

11141 S,W. Kim.jP.li!l"fll<T,5oOhnishi.J.8. Trory.j.V. Fr.ngion~ M.G.lYwmd~ EnI!Î""';ng 
lnA«x)1'{ 1 - x)/lnP/ZI'&' ln_V .noy.d <M'/shrI1 q .... rum <lin for ,110 ... 01· 

infr""".]. AnI. Cbo'm. $<X. 127 (lOO5) 10526-105)2. 
11151 RF. Ur .... R. Iiowrrwn·Gilrs, j.F.lhompson. P. n.m,oflymptuticd •• i""gr from 

tho "'in in potirnlS w;rh mol.no"",.]. NLJCI. Mod. 44 (2003 ) 57l1-582. 
1"61 a. BoIw. ~doo:,....,,,,,,,, /Or US<' trr vivomd in vim>.Curr. Top. Orv.1:Iiol1O 

(2005) 103-1lO. 
11171 B. 8.llIou, lA Em", S. Andrtko. T. H.orprr,jA r.IlPltrick. AS. W4JOOO'. M.P. 

Bruchrl. ~ntinrl Iymph nod. l''''gi,,, u,l", q""n'um do" in """' .. ,umar 
mod. ls. Sioconjus. Or.m. 18 (2007) 389-396. 

11181 E. Pic. T ......... L Bndtrnoy .. A 1.0 ....... F. Gllillrmin. B.l>uI>rrrn<. F. M.ardI.Il "00-
....,..,..". i"""'nt.oo whoIr-OOdy biod;s.riru,iOll of "" .. ,.in~.,.ed~minint qum· 
'um doo:.olI" .. ut:ar .. _ inj«tion for rr:gion.tllymph DOd. rrwppins ln mice. 
MoI.I""'l!Îng Biol. 12 (2009 ) 394-4<J5. 

11191 j.O. Smith. G.W. Fiwr. AS. W.U"""'. l'.G. C.."pb.lI, Tho 1.1 .. ofq....,tum do" 
for .""ly$is of chicl< CAM ... .oscul.o'urr. Micnw>l€. R ... 7J (2007) 75- 81. 

11201 B. 8.111011. B.c. L.Igofholm. LA. E,n". M.P. Bruclln. AS. W4JOOO" Nonin .. ' ...... 
l""8i",of qd.lntum dOl< ln mie •. BiocorIjoe a..m. 15 (2004) 79-86-

1'2'1 F. Du<:onge. T. Poos. C. Pesrourk L H ...... B. Thea-. K. Gom~ B, M.h le •. F. 
lIin,...n. B. Kuh"".r. f, [)olle, 8.l:lubc-n'eI. 8. T .. iti.ln. A"",ine-18·I.obdo:d phospho­
Ifp'd Q1Unlum dOC micr\l .. for ln ... ivo mulômod.ll imoging from wholo body to 
r;et ... I.o. ""lM.. lIioconjuJ. Chom. 19 (20081 1921 - 1926. 

11221 M,LSehipP" •• LCb<n .. S.W.t...., LA Bemolil.o. G. ~.j. R .... X.O"n. AM. Wu. 
S. W.iss. s.s. G.mbhi •• microl'[l-bol .... biodlstribulion of q""ntum dOlS in living 
mi<:~. j. Nuci. Me<!. 48 (2007) 1511 _1518. 

1'231 O.E. Owell$ 3111 NA ~ppors, Ops.oni""ion, biodls.ributoon . • nd pturm""<>l<i""'. 
le< of poI~ric "....,.,..nicl .. , Int.j. l'!I.Irm. 307 (2006) 93_102. 

Il 241 TJ. n.ou. L li P. Rriss. V.Jo$srr.ond. L T"';"-. IJi'<I or p>Iy(elhyIrne s;I)<:oi ) Irngrh on 
,1-.. in mo beb.Mor or "",ed qlWllum don. Lrngrnuir 25 (20091 3040-3044. 

11251 j.A,]. fil'Pdlrick. 5oK. Andrtko. LA. Em.r, AS. W_ ... r. B. 8.IIlou. M.P. Bruc~l. 
lo",.,~rm ...... is'tnC~.nd '11«" .. 1 bI .... ,niftin, or q ... n'um doc. in vivo. N."" 
~l 9 (2009) 2736-2741. 

11261 M, Vibin. Il Vl~.al<.In. Ajohn, V, Rlji, Cs. R~jiy .. A. Abrwm. Biol<i".!ics.nd in 
vi"" di<triburion ...... ioo ... of silic,...,,,.,ed cMlmium .. 1~ni4r q""n,um doI~ 
Biol. T.;><o Elom. R<i. 142 (2011 ) 213- 222. 

)1271 S. Bony. lal. R. MIe.li. M. s. .... m, s. C.u .. r.l C. Colombo, L M •• i.ni. H. 
8oIillri~n~. C. Le PKhou .. P.G. C'SoIIi. A Le CO$"". M. "Ort. A Grorl(hi. Ali'''· 
siv . .... " . ry in rtlrop.ri'one.l s.oft ô ...... SoIr<om.I c.rri.d oui .1 high·""lum~ 
.... nl." i .... f •• nd i • • ."oci.trd with im",ovod loc.1 control. Mn. SU'g, Or>col. 
17 (2010) 1507_1514. 

11281 W. Siwnrl'll't. U. PidlI_. T. Mo;nrl On. W ........ F.:r..n.u..1l H.ons.J~A-GS. 
Grp. "~i6rd "'~ wilh s-.minoltw~nic.ocid f ... mMim 01 rrwlis· 
... n, porrw: •• _ rnnIn>Ilrd mlll'''''',rr pm.r lU tNl i.>nctI 0nc0I. 7 
(2006) 392-401, 

11291 Y. MlISumu' •• Il. Mord •• A New <OnC<'pI far """"""'"""""lM Iher"l"'Ulics in 
c.onc .. ...,~molh ... py - mrdI.Ini,m of tumoritropic ocrumui. tion of protein. 
• nd lhe .nÔIUmo • .q..,t S"",ncs. C,"cor R .... 46 ( 1986) 6387-6192. 

11301 RK .... in. Tr."'pon of"",l«un. Pdnlel .. ,.oo ",n. in soIid tumors. Ann. Rrv, 
Bicrnod. En .. 1 ( 1999) 241_261 

11311 :01. G .... y.y, Cui. R.M. lrv«1~ LW.K. CIIu"," s.M. Ni~. In vivo c.ancr, '"''11''';''11 
• 00 i""l!Î"8 with semioonduCl'" qLl,1lltum dOlS. NOL BOoredrr"O)i. 22 (2004) 

-~. 
11321 A P'Pdgi.nn.,os. T.U\lc~nl:". W. H.nn .... O.Mong.yt. V. Torchilin.Qd.ln,um 

do .. enc.psul.trd in p/lospholipid mic.n., for ,mogins . nd qd.lntilX.'lon 
of tumors ln th. n • •• ·inf ... ed rrgion. N.nomtd. Nlnol~rhnol. S (2009) 
216_224. 

IIBI 1.1'opcrvic. W.H . Uu. V.P. a..uPwl.j. 1.0<. e. Wong. Ait GrtyI.lk. N. In.U\. O.G, 
Noc .... O. Fukumur .. 1lK. "'in. M.G. a.-nd~ A """"Plnictr ,Iu .. rios for in 
vi ... " Huol'Ma"'" l'''''''n .. Angew.o..m.ln'. Ed.49 (2010) 8649-8652. 

11341 V,P. o..uh.ll.l.l'opovit. O. a. .... J. Cui. O. Fukumu ... M.G. S._ndi. ilK. ... in. 
Auo<esc.m ""norod •• oo ""no>phe .... for r .. I·li"", ln vivo probing of ""nop.rr· 
tic~ ",",~~P<"ndmt lumor P<"netr.lion, Angow. ~m.lnl Er!. 50 (2011) 
11417_11 420, 

11151 SD, """ ..... 11. C. w.n,O)', T. ",nninp. Il.e. FiKlle •• W.C.W. o.." Me&.tins tumar 
.. ~!ing .fficirncy of """"",mc,,", throu,h œsign. 1'1."" Lm. 9 (2009) 
1909-1915. 

1'361 M.E.Alœmu.n. WC.W.o..n. p, ~l:l<onm , s.~. Btu,io. E. RU05I.oIo'l NmocryS .. 1 
t. rgelins in llivo. Proc. N.rtl. Ac .... Sel U. S. A 99 (2002 ) 12617- 125ll, 

1137) !iH. BlI.In .. N. Won. TJ. t..... II. Jin. ~ N,m,j. P.rk. H. Orung. HS. Pork. V.E. SUng, 
!il:. HoOhn. s.s. Kim. S. Kim. HyoJuronic ..nd.qu.onrum dl>! conjug;o .. , for in vivo 
iymph.'ic ~ .. I ;""'gin .. ACS N.IfIO 3 (2009) 1389- 1398. 

11381 Aj.oy.qop.ol. P.K. Ru'~ F.1l H.o .. I,,,,,. SUrf...,. ~ngi_ring of q""ntum dol, for ln 
v .... o ".«ulor I"",ing. Bion>ojug. a..m. 18 (2007 ) 1424-1433. 

1139] II. ~ikk"';. B. I.o~nie,. A Mibel:4n, P. Lruri"", p,1;. s..-be~r. In v~ro imogins 
.nd in vivo 1 ..... ' t.I~ling wilh cMboh)'<lr ... copptd q....,tum dOl~ j. Am. 
a..m. Soc. nt (2009 ) 2110_2112. 

1140] X.f. Vu,LO.Cb<"K.V. Ü, y, Us. Xioo.X.Uro.J,l.iu. Llhou. V.L [)eng. D,W. P .... 
Q.Q. W.n .. Immunof)uortSCl'JICO d"<"CIlon woh qu""tum dOl bioconjug.ot .. for 
hrpor'o"", ln vivo.;' Biomed. 0pI. 12 (2007 ). 

1'4'] H. Tod • . II. Higochi. T.M. W ... ' ..... N. Ohochllnvivo .eol·,irne t.",Ici", of,in· 
gle quontum dOl' coo.iUg.oled will> 1JlOIlOC1o""I.nti·HER2 ."tibody in tumo ... of 
mic •. C.""" Ro$, 67 (2007) 1138_1144. 

)142] LL V"",. H. M .... VA W.ns.LH.Coo.llH. ~s. x.x. W.ns. H.w. Or.wr. Cc. Ni. 
Q.G. Vd.ln. G. Ad.lrru;, M.Q, Smilh. WC. Wood, )(,11. Wo. S.M. Ni". Sin~ rh.in 
~pidt,,,,,1 growth f""lar r..uplor .ntibody ronjug.otod ""nop.oniclr, for in 
... ivo tumor t""llelin, . OO inuging. SrNn 5 (2009) 235_243. 

1141] Os. lidk •• P. N4)', Il H~int.rrwnn, OJ. Am:It·J<r;în. J,N.""". H.E. Grtro:>. E.A. 
... ' .... Erij""'n. TM. J<r;in. Qu.ntum dol ligond< providr ntw in'ighlS in,o 
~rb8iHER • ..up'(Jr.medi.'ed sig",,1 rr.nsdl>Cl;on. Ndt. Bioreclrnoi. 22 (2004) 
198-203. 

11441 P. o; .... odjone. j.t.l. o.mSl"n·CMdon.I. N.E. CoIon·C .... """.s. A Ororul<l1k.o., 
50 Shentu. N, Kuno. D.L Sehw.nz. j.G. Wlov. ni , S. k'lshru.n. I"",ging .pidrmu.1 
groWlh f...,lor ....,. plo ••• pr.,sion in vi"", 1'horm.1co1<ineôc . OO biodisrrirulion 
cll.lr.ct .. iution of. biocOllj .... ted q""ntum dol """""robo. Oôn. C.""" R<i. 
14 (2008) 731 _741. 

1' 45] W,B. CIL OW. Shin. K. Or ... O. Ghry .. ns. Q.Z. C.>O. S.x. W' ns. s.s. G.mrbhir. x.v, 
o.~n. Pep'id .. I .... 1rd ~ •• ·inf' •• ed qd.lntum doIS for im.qing (umar .... «ul.o· 
'un' in living ,ubjoas. N.IfIO U,'L 6 (2006) 669-676-

1'46] B.R. Snuth.l. a..ng. A De. A.L Koh. R. Sir..:l.oi •. li G.mbhir. Rt..r-rrmt inrr""i .. 1 
i"",gins ofRGo-q""ntum dol bindin, to lumi",,1 mdOIholium in mOU!<' tumor 
"....,.."'u .. t~, 1'1."" I.rtl8 (2008) 2599-2606. 

1'47] H.s. Chai. W.H. Liu. F.B. Liu. K. Nd .... P. Mi" •. MG. S. .... ndi.j.V. F,-,n,ioni. Desisn 
consid .... ion. for tumour· .. ~ted """""'nicl .... N ... ~.noIKhnoi. 5 (2010) 
42-47. 

)l4S] llL G .... j.a..n.j.V. Chen.1!.X. Wu. HLo..n. X.G./ion .. Quon'um doo:$ be.rins 
iKlin·func1ion.rlioœd n.mop.onk,,", ., • pl.otform far in vivo br.in i""'l!În .. 
Bioconju .. Chem. 19 (2008 ) 2189-2195. 

1'491 K.C. Wen .. C.O. NobI •. B. P' Pdtudjopoulos-Stem"'r .. F.F. Chen. O.C. Drummond. 
O,B. ~irpOlin. 0,11. W. ng. Y.K.Hom. B. H.nn.~W.P.rk. T. rgr1rd tumorcell inter· 
""li"'00<1 .nd i"",ging of multifunctio",,1 q""ntum dot-conju"lled 
Immunoli.,....""..,ln vitro.OO ln vivo. N.no lei,. 8 (2008) 2851 _2857. 

1'50] ;. Nicol>!.. D. 8 • ..nbiIL>. D. cmon. T. Pons. L Mok$im:rvio:. E. I.orQUel.lt I.t Qrourn..guet. 
K. And ....... II. ÜlJbm:rtI. P. C"""""". Q;wI,um doI·_ PEGy1.'ed poIy(",1<yI 
cy~.) """'p.lrti<lr< for in vilrtl . oo in mo imoging. Soft ""'n". 7 (2011 ) 
6187-6193. 

Il S 11 V. !.ri,H, T.ong. L V .... 1l yu. M, ~ng. B.Zou, Al>Plie.tion,oflMStnchyrrwl .. ~m mis 
I.Mied wi,h T.., P"P,jd. conW'ed ~""n'um don '0 cetl rr""l<ing in m"" .. OOdy, 
BO:OIIjug.o..m. 19 (2008) 421-427. 

1152) E.B. Vou ••• j.K.joi'IW.l H. Mm"", ... s.M. S;mon. T'''''king nIM.,t .. ic rumor ",n 
~"". v . ... tion wi,h q ... n,um dol ""rIOClY'tdl' .nd Huoresc~ "", ~mlssion· 
seonni". micl1)l(Opy. Ndt Mod. 10 (2004 ) 991- 9911. 

1153] A ... y.gop.rI. V,R. Su./.L BI.kemo< •. M.F. Union, S. F .. io. f,IlII .... lton. QI.I.1nrum 
dOl mod""rd i""'lling of .,ho'r)jCIo""i$. Nlno'Khnotogy 20 ( 2009 ~ 

1'54] A IIOShino. K. H"".l:l K. SUluki. K. V. "",moro . .o.ppik.t;"n. of T·lymphom • 
Ioboird with ft ........... nt qd.lntum dor. to "'II Il.ci,,, ""rie .... , in mou .. OOdy. 
Biochtm. Bioph)'!. R<i. Co",mun. 314 (2004) 46-S1. 

1'55] CM.5hi. V.ZlIu.ZJtXi •• W.P.Qi .... e.L Hsi.h.S.M, N~. V.P.Su. H.f. Zh.Iu. LW.K. 
o.un .. Vi .... lizing hu"",n p."".I. co"",. c~l, in mousr skotrton usi", 
bioconj",.,od ". .. ·infr.mI nuortSCl'n, qu.ntum d ..... Urology 74 (2009) 
44&-451. 

1156] M. StTOh. j.P. Zimmor. O.G, 0Ud •. TS. I.rv\:hmko. K.s. Cohen. E.B, Brown. O.T. 
Se.orldrn. V.P. Torthilin. MG. 8.I_OOl O. Fulrumur .. Ill:. join. Quontum <!OC • 
'II«rr. lly di.rillgulsh multipl. 'lI«in wi,hîn the 'umo' mili." in v .... o. N.t. 
Me<!. Il (2005) 678-682. 

11571 AV, Lou ... Mult;mod.lity I""gi", probH; œslgn . nd cII.Ill'ngfl, Chm!. Rrv. 
110 (2010) 3146-3195 . 

l's.a] WJ.M. Muid .... Il Kool • . ltJ. a •• ndwîjk. G. Storm. P.TX Orin. G.j. Suijl:en. CO. 
00nrg0I. K. Nicol.oy. AW. Griffiœn. Quontum dol. w idl. Pl"""'gnelic mo'i", 
., . birnorW "",1"",,1.0. imogi", pr""'. N.no leIl 6 (20D6) 1-6. 

1159] WJ.M. Mulde •• 1( C.".rm.n,./.Il V"" Beijn"",- M.GAO. Egbrink. p.n. ChU\. 
"LA. F.oy.orl, C.W.G.M. lowik. E.L lUijoœl. 1. Q .... , G, Storm. GJ. Slrijkors, A.W. 
Griffiœn. K. Niml.oy. MoI"""I .. imoging of lumor .ngiogr ...... ' u~ng lIpll.l v 
1>0',. 3.ln,,,,,,n .. ~red mulrim"",,1 "",,nrum dOIs. Angiogrn"';, 12 (2009) 
17_24-

1'60] S. W.",. B.R.;.rm'. s.M. K'UlWi<:t\. AV. Lou ... Cortfsi'lrtl qu.ln,um do" wi,h 
hij;h rrl.oxiyi'y md photolumines<o:"'" for mullimod.liry imogins. J. Am. 
~m. Soc. 129 (2007 ) 3848-3856. 

1161) K.T. Yong. Mn-<loprd ...... ·infr.mI qUdnlum dol • • , mullimod.1 r.rg"ed 
p"","" far por""" •• tic c""",. im.qing. N.notKhnology 20 (2009). 

1162) LU. E.s'G. ClIoo. L liu,j. o;ng.j. X ..... Oouble·l.oy<!r ,Uie. cOrt-.1>o-1i ""no'phr'" 
with 'UP"f'l'I •• m'llnetie . nd ftuor .. cenl fUnc1ion.1lio... a..m. Phys. Lr1t. 461 
(2008) 114_117. 

Please cile Ih is an ic le as: E. Casseue. el al_ Design of new quantum dOl malerials for deep ti ssue infrared imaging. Adv. Drug Deliv, ReY. 
(20 12). hnp: /ldx.doi.org/l 0.1 016f.î.addr.2012.08.016 



Nanoparticules fluorescentes utilisées dans le repérage du ganglion sentinelle 

68 

ARTICLE IN PRESS 
E Cosseue el al. ' Advanœd Drug Delivery Rell;eM xxx (20J2) xxx- xxx J3 

11631 6. Zhang, J. Cheng, X. Gong, X. Don!'. X. Uu, G. Ma,j. Cœng, Facile rabrkation of 
mulô"Co loJ'5 high nuorC5Cent!superpilr~magnetic nanoparticlcs,J. Colloid Interface 
Sd, 322 (2008) 485-490, 

11641 R. Wilson. D.C. Spi 11er, lA Prior, R. Bhat~ A. Hu[chinson, M.lgnelic microspheres 
encoded wlth photoluminescem quantum dots for mulriplexed derection , 
j. Maler. Chem. 17 (2007) 4400-4406, 

11651 j.-s. Choi. V.-W JUil, S.-I. Vron. H.C. Kim. J -S. Shin, J. 01eon, Biocompalible 
heterosrrucrured nanopa rtidcs fOf mulrimodal biologiea l detettion. J. Am Chem. 
Soc. 128 (2006) 15982-15983. 

[ 166 J C. v.m 0.101, C: nlemelis. L Crane. N. Hallaar. R. Pleijhuis, W. Kelder. A. ~ranropoulos, 
J. de Jong. H. Arts. A. van der Zee. J. Bart. P. Low. V. NlZiilduinos. Intraoperative 
tumor-specifie Ouoresœllœ lmaging În ovaridH eanœr by foldte recepror-a targeting: 
~rs[ ln-human results, Nat. Med. 17 (201 1) 1315-1319. 

[1671 D. Pan. L An. Z. Sun, W. Hou. Y. Yang, Z. Yang. V. lu. Synthesis of Cu- In-$ remary 
nanocrystals wi[h runable structure and composition. J. Am. Chem. Soc, 130 
(2008 ) 5620- 562 1. 

Please cite this article as: E, Cassette. et al., Design of new quantum dot materials for deep tissue infrared imaging. Adv. Drug Deliv. Rev, 
(2012). http: //dx.doi,org/l 0,1 016/j.addr.2012.08.016 



Synthèse bibliographique 

B. Nanoparticules de silice renfermant un fluorophore 

organique 

1. Structure chimique des nanoparticules de silice 

Il existe trois sortes de silice (ou dioxyde de silicium, SiO2) : la silice cristalline, la 

silice amorphe naturelle et la silice amorphe synthétique [211]. La différence entre la silice 

cristalline et la silice amorphe porte sur les connections entre les unités de SiO2. Alors que 

l’organisation des tétraèdres de silice est régulière dans la silice cristalline, la silice amorphe 

consiste en un réseau non répétitif de tétraèdres [211]. Les nanoparticules de silice (NPSi) 

utilisées dans les applications biologiques sont formées par de la silice amorphe synthétique, 

parmi laquelle, on peut distinguer les gels de silice, la silice précipitée, la silice pyrogénique 

ou la silice colloïdale. Les trois premières formes de silice amorphe synthétique étant 

composé d’agrégats et d’agglomérats de particules primaires, leur taille est bien souvent 

supérieure à 100 nm. Les nanoparticules utilisées dans le repérage du GS se doivent d’avoir 

une taille plus petite ; elles sont donc formées de particules sphériques de silice colloïdale en 

suspension, dont la stabilité est assurée par les interactions électrostatiques entre 

nanoparticules. Les suspensions de NPSi synthétisées sont généralement monodisperses, avec 

une taille de particules pouvant varier de 5 à 100 nm. Les groupements silanol (Si-OH) de 

surface rendent les NPSi non modifiées hydrophiles [211].  

Alors que la méthode de synthèse de microparticules de silice a été établie en 

1968 [212], l’incorporation d’un fluorophore organique dans une matrice de silice a été 

rapportée pour la première fois en 1992, avec une taille de nanoparticule de l’ordre de 

plusieurs centaines de nanomètres [213]. Par la suite, les travaux de synthèse se sont portés sur 

la diminution de la taille de ces nanoparticules de 10 à 100 nm [214,215]. Le premier processus 

d’encapsulation décrit implique tout d’abord la liaison covalente du fluorophore à un 

précurseur de la silice (le tetraethoxysilane monomérique ou TEOS) puis son hydrolyse et sa 

condensation pour former le cœur de la nanoparticule. La coque est ensuite synthétisée par la 

condensation de précurseurs dépourvus de fluorophores et la taille de la nanoparticule est 

déterminée par l’épaisseur de la coque. L’avantage d’une telle synthèse réside dans le fait que 

le fluorophore ne peut pas se détacher de la matrice de silice, réduisant ainsi les risques de 

relargage dans le milieu [215].  
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D’autres stratégies de synthèse, basées sur des microémulsions inverses [216] ou des 

micelles [217] ont également été développées et diffèrent par les milieux de réaction utilisés 

lors de la synthèse. Le choix de la méthode de synthèse est guidé par la nature du fluorophore 

à encapsuler : si le fluorophore est hydrosoluble, la microémulsion inverse est à privilégier 

mais si le fluorophore est hydrophobe, les micelles sont préférables [218]. Un complexe peut 

cependant être formé entre un fluorophore organique hydrophobe et une molécule hydrophile 

telle que le dextran afin d’utiliser la synthèse en microémulsion inverse. Le dextran est une 

molécule hautement hydrophile présentant une faible toxicité et qui est utilisée dans de 

nombreuses applications biologiques [219]. La synthèse des NPSi par la méthode de 

microémulsion inverse consiste en l’addition de TEOS dans une solution de nanogouttes 

d’eau, stabilisées par des molécules de surfactant et dispersées dans une phase lipidique 

(Figure 22). En utilisant cette stratégie, les fluorophores organiques rendus hydrosolubles par 

l’ajout de dextran sont encapsulés à l’intérieur de la matrice de silice pendant la 

polymérisation du TEOS [216].  

 
Figure 22 : Schéma de la synthèse de NPSi par microémulsion inverse [220] 

 

La structure cœur / coque des NPSi permet de fonctionnaliser leur surface avec des 

groupements tels que des oligopeptides, des protéines, des anticorps ou des résidus PEG [217]. 

La condensation du TEOS forme un cœur de silice contenant le fluorophore lié covalemment 

ou physiquement piégé à l’intérieur du cœur, surmonté d’une coque formée par les 

groupements PEG du surfactant [218]. 

2. Caractérisation des nanoparticules 

Afin de valider la synthèse des NPSi, il est important de les caractériser correctement. 

Pour cela, les propriétés telles que la stabilité, la chimie de surface, la taille et la morphologie 

des NPSi doivent être déterminées.  

Actuellement, plusieurs méthodes permettent de mesurer la taille des nanoparticules. 

Les techniques basées sur la microscopie (microscopie électronique à transmission ou MET, 

microscopie à force atomique) renseignent sur la taille et la forme mais ne donnent aucune 

information quantitative quant à la dispersité en taille des NPSi.  
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En revanche, les techniques basées sur la diffusion de la lumière (statique ou 

dynamique : DLS pour dynamic light scattering) permettent de mesurer la taille et la 

dispersion des NPSi [213]. Généralement, le rayon moyen des particules mesuré par MET est 

légèrement inférieur à celui obtenu par DLS. Cette différence s’explique par la contraction 

des particules résultant du faisceau d’électrons en MET. Pour les nanoparticules de grande 

taille, cette diminution de rayon reste relativement petite par rapport au rayon de la particule, 

mais pour les particules de petite taille, cette variation est proportionnellement 

importante [213].  

La charge électrique de surface des NPSi est caractérisée par le potentiel zêta (ξ), qui 

représente la charge globale d’une particule dans un milieu donné. La valeur de ξ donne une 

indication sur les forces de répulsion entre nanoparticules et permet donc de prédire la 

stabilité à long terme d’une solution de nanoparticules dans un solvant particulier. Si les 

particules ont un ξ très négatif ou très positif (valeur absolue supérieure à 30 mV), elles se 

repoussent et n’ont pas tendance à s’agréger [178]. Les groupements silanol (Si-O-) présents à 

la surface des NPSi sont ionisés en solution, empêchant ainsi l’agrégation des particules grâce 

à leur forte charge négative. Cependant, le pH ou la concentration en sels des tampons 

biologiques peuvent être à l’origine de l’agrégation des particules ou de l’adsorption de 

molécules biologiques à leur surface. La valeur de ξ peut également servir à vérifier le 

couplage des NPSi avec des molécules masquant les charges de surface ou des molécules 

chargées par elle-même [178].  

3. Avantages de l’encapsulation d’un fluorophore dans une 

matrice de silice 

i. Solubilisation de fluorophores hydrophobes 

En attachant une molécule polaire de dextran à un fluorophore hydrophobe, la 

molécule de fluorophore devient alors hydrosoluble. La synthèse de microémulsion inverse en 

conditions acides crée une interaction électrostatique entre le fluorophore et la matrice de 

silice chargée négativement, contraignant le fluorophore à rester à l’intérieur de la matrice de 

silice [216]. Cette méthode de synthèse permet donc d’encapsuler de 10 à 100 molécules de 

fluorophore très hydrophobes dans les NPSi [218]. La plupart des fluorophores existants 

peuvent être encapsulés dans une matrice de silice, ce qui permet une diversité de l’émission 

de fluorescence en fonction des applications. 
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ii. Amélioration des propriétés photophysiques 

La silice est un matériau hydrophile photophysiquement inerte, c’est-à-dire qu’il est 

transparent à la lumière visible et qu’il n’est pas impliqué dans les processus de transfert 

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

au fluorophore encapsulé [218]. A l’inverse, les matrices photoactives telles que celles 

rencontrées dans les nanoparticules d’or ou de titane peuvent être à l’origine de la 

photodécomposition ou de l’extinction de la fluorescence du chromophore [221].  

La fluorescence de l’ensemble cœur / coque des nanoparticules par rapport au 

fluorophore libre est fortement améliorée grâce à la présence de la coque de silice qui protège 

le fluorophore d’une interaction avec le solvant [222]. Pour les équipes utilisant l’ajout de 

dextran au fluorophore, le ratio de fluorescence entre le fluorophore libre et le fluorophore lié 

au dextran et intégré dans une NPSi peut atteindre 104 [216]. Cette augmentation de 

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

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

réduit les phénomènes de quenching de fluorescence [216]. Cet avantage permet de réduire 

considérablement la limite de détection dans les échantillons biologiques. 

La coque de silice réduit également le processus de photoblanchiment, à l’origine de la 

perte de fluorescence des fluorophores organiques (Figure 23) [222]. Suite à une irradiation 

lumineuse, le fluorophore interagit avec les molécules de dioxygène présentes dans le milieu, 

ce qui conduit à la création d’espèces réactives de l’oxygène qui le transforment ou le 

détruisent [223,224]. Ces phénomènes de modification ou de destruction du fluorophore sont 

responsables de la diminution irréversible de la fluorescence [224]. La présence d’une coque de 

silice empêche les réactions entre l’oxygène du milieu et le fluorophore localisé dans le cœur 

de la nanoparticule, réduisant ainsi le photoblanchiment [216]. 

AA

B

 
Figure 23 : Courbes de photoblanchiment de la tétraméthylrhodamine seule ou encapsulée dans une 
nanoparticule suite à une irradiation continue [216] 
A : molécule de tétraméthylrhodamine (TMR) seule. 
B : molécule TMR associée au dextran et incorporée dans une nanoparticule. 
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L’utilisation de NPSi évite le recours à des systèmes d’amplification de signal. 

Lorsqu’une NPSi est présente dans un organe d’intérêt, ce sont les centaines de molécules de 

fluorophore incluses dans la matrice de silice qui seront excitées par la longueur d’onde 

incidente. Le signal de fluorescence est ainsi fortement augmenté, ce qui facilite la détection 

de faibles quantités de NPSi [178]. 

iii. Biocompatibilité 

Bien que des investigations plus approfondies doivent être menées afin de vérifier 

l’absence de toxicité des NPSi due à leur petite taille, il est admis que la silice n’est pas 

toxique par elle-même [218]. Les premiers résultats prouvant la biocompatibilité des NPSi ont 

été réalisées in vitro sur des cellules en culture avec des tests basés sur leur activité 

mitochondriale [225-228]. La libération dans le milieu de culture de la lactate déshydrogénase 

(LDH), enzyme normalement présente dans le cytoplasme des cellules vivantes, est un indice 

de la lésion des membranes cellulaires et a été également utilisé comme test de cytotoxicité 

des nanoparticules [229,230]. 

La toxicité d’un composé étant dépendante de la dose administrée, du temps 

d’exposition et de la voie d’administration, il est important d’étudier la toxicité in vivo des 

NPSi dans les conditions réelles d’exposition.  

La plupart des études portant sur les NPSi étudient leur toxicité in vitro et supposent 

que les NPSi sont biocompatibles, non toxiques et non antigéniques [153,228] mais il n’existe 

que peu de données relatives à leur toxicité in vivo. Cependant, les résultats des tests de 

toxicité in vitro sont parfois différents d’un test à l’autre et les modèles in vitro ne reflètent 

pas toujours correctement la toxicité in vivo. Il est donc important d’identifier les organes 

cibles des NPSi par une étude de biodistribution afin d’orienter les tests de toxicité in vitro et 

in vivo [193]. 

iv. Multimodalité 

La matrice de silice peut servir de plate-forme pour le greffage d’agents de ciblage tels 

que des anticorps, des peptides ou des petites molécules [231].  

En plus de l’incorporation d’un fluorophore émettant dans le proche infrarouge, les 

nanoparticules de silice peuvent porter des agents pour d’autres modalités d’imagerie 

permettant de combiner leurs avantages. Ainsi, l’utilisation de gadolinium permet de repérer 

les nanoparticules grâce à l’imagerie par résonance magnétique [232], le gallium 68 par une 

gamma caméra [233] ou l’iode 124 par tomographie à émission de positons [150]. 
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Enfin, les nanoparticules de silice peuvent être fonctionnalisées par l’ajout d’agents 

anticancéreux comme un photosensibilisateur [234] ou la doxorubicine [235] afin d’ajouter une 

composante thérapeutique à leur utilité diagnostique. De telles nanoparticules combinant des 

propriétés diagnostiques et thérapeutiques dans une seule et même particule portent l’adjectif 

« théranostique ». 

 

 

Les QDs et les NPSi sont des nanoparticules fluorescentes dont les propriétés 

physico-chimiques (taille, revêtement de surface, longueur d’onde d’émission, …) 

semblent bien adaptées pour le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche 

infrarouge.  
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Objectifs 

L’objectif principal de ces travaux est de démontrer que les nanoparticules 

fluorescentes émettant dans le proche infrarouge (QDs et nanoparticules de silice) peuvent 

être une alternative intéressante aux méthodes actuelles (colorant bleu et radiocolloïde) de 

repérage du GS. 
 

Dans ce but, plusieurs types de nanoparticules fluorescentes, dont les Quantum Dots 

(QDs) et les nanoparticules de silice (NPSi), ont été étudiés pour la cartographie du GS.  
 

Les QDs présentent des caractéristiques photophysiques exceptionnelles (forte 

brillance et photostabilité, longueur d’onde d’émission de fluorescence ajustable en fonction 

de la taille et de la composition du cœur, …) qui les rendent très attractifs [180,183]. De récentes 

études ont démontré le fort pouvoir de visualisation du GS par les QDs mais leur contenu en 

cadmium, élément très toxique, exclut leur utilisation en clinique [187,197,236,237]. Les résultats 

présentés ici concernent des QDs à base d’indium. D’après de précédents travaux, les QDs-

indium possèdent de bonnes propriétés de fluorescence et une toxicité aigüe locale réduite par 

rapport aux QDs-cadmium [238]. Il a été prouvé que la migration des traceurs actuellement 

utilisés est affectée par la présence de foyers métastatiques dans le GS [103]. Cependant, à ce 

jour, aucune étude n’a vérifié que la visualisation du GS par imagerie de fluorescence est 

possible en cas d’envahissement métastatique du ganglion. Dans la première partie de cette 

thèse, nous avons donc étudié la cartographie des GS métastatiques dans un modèle 

orthotopique syngénique de carcinome mammaire murin par imagerie de fluorescence à l’aide 

de QDs-indium. La biodistribution et la toxicité de ces QDs ont également été analysées. 
 

Les NPSi font partie des traceurs fluorescents intensément étudiés dans le repérage du 

GS puisqu’elles présentent l’avantage d’être biocompatibles. La cyanine 7 est un fluorophore 

émettant dans le proche infrarouge qui peut être intégré dans des NPSi. Une précédente étude 

a démontré que les NPSi encapsulant la cyanine 7 peuvent être utilisées pour l’imagerie 

intravitale de tumeurs [239], mais le repérage du GS et la biocompatibilité de ces NPSi n’ont 

jamais été analysés. Dans la seconde partie de ce manuscrit, les avantages de l’encapsulation 

de la cyanine 7 dans une NPSi ont été évalués. Pour cela, les capacités de migration dans le 

GS, la biodistribution, l’excrétion et la toxicité de la cyanine 7 seule ont été comparées à 

celles des NPSi. Pour cela, deux types de NPSi ont été étudiés : des NPSi renfermant de la 

cyanine 7 de façon non covalente et de façon covalente.  
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Visualisation du GS grâce aux QDs indium émettant dans le PIR dans un modèle métastatique murin 

I. Visualisation du ganglion sentinelle grâce aux Quantum 

Dots indium émettant dans le proche infrarouge dans un 

modèle métastatique murin de cancer mammaire 

A. Résumé 

Des Quantum Dots (QDs) à base de cadmium émettant dans le proche infrarouge 

peuvent être utilisés afin de repérer le GS par imagerie de fluorescence, mais leur toxicité, due 

à la présence de métaux lourds dans leur cœur limite leurs applications. Nos précédents 

travaux ont démontrés que les QDs à base d’indium présentent une plus faible toxicité aigüe 

locale in vivo que les QDs à base de cadmium. 

 

Cette étude a pour but de démontrer les bonnes capacités migratoires des QDs-indium 

dans les ganglions lymphatiques même en cas d’envahissement métastatique, d’établir leur 

biodistribution et de comparer la toxicité des QDs-cadmium avec celle des QDs-indium. 

 

Nous avons confirmé la faible toxicité des QDs-indium par différents tests in vitro. 

Les QDs-indium présentent une cytotoxicité plus faible que les QDs-cadmium sur des 

fibroblastes humains (test MTT) et une absence d’hémolyse. Les études in vivo ont permis de 

démontrer que le GS peut être visualisé quelques minutes après l’injection de QDs-indium, 

avec une augmentation progressive de la fluorescence jusque 8 h. Pour confirmer ces 

résultats, la quantité d’indium dans les organes a été déterminée par spectrométrie de masse 

(ICP-MS) à différents temps après injection. La quantité de QDs diminue rapidement au point 

d’injection dans les premières heures suivant l’administration, avec une augmentation en 

parallèle dans les ganglions régionaux, et dans une plus faible mesure, dans le foie et la rate. 

Les souris étant hébergées dans des cages à métabolisme, les excrétions (urines et fèces) ont 

été recueillies quotidiennement et analysées par ICP-MS. L’excrétion des QDs se fait 

exclusivement par la voie fécale, avec des valeurs atteignant 3,5 % de la dose injectée 

excrétée au bout de 4 jours alors que les quantités dans les urines ne sont pas détectables.  

L’envahissement du GS peut être un obstacle à sa visualisation en raison de 

l’obstruction des vaisseaux et des ganglions lymphatiques par les cellules métastatiques. La 

visualisation du GS dans un modèle métastatique a été effectuée suite à l’injection de QDs-

indium chez des souris porteuses de tumeurs.  
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Le modèle syngénique orthotopique utilisé est la greffe sous-cutanée de cellules 4T1 

(cellules de carcinome mammaire de souris) dans la mamelle antérieure de souris Balb/C. Le 

statut métastatique des ganglions a été apprécié par la présence de la cytokératine 19 par 

immunohistochimie et par une technique de biologie moléculaire. Cette protéine du 

cytosquelette est présente dans les cellules épithéliales, notamment dans les cellules de 

carcinomes mammaires, mais est absente des tissus lymphoïdes des ganglions. Elle est donc 

un bon marqueur de l’envahissement métastatique des GS. Tous les ganglions envahis ont pu 

être détectés par imagerie de fluorescence proche infrarouge et aucune différence d’intensité 

de fluorescence n’a été mise en évidence entre les ganglions sains et les ganglions envahis, 

démontrant que la migration des QDs dans le GS n’est pas bloquée par les cellules 

métastatiques. 

 

Les QDs dépourvus de cadmium et émettant dans le proche infrarouge sont donc de 

bons marqueurs du GS. 
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Abstract 

Due 10 ilS non-invasiveness. high temporal re50lution and Iower cost, fluorescence imaging is an interesting alternative to 
the cutTent method {blue dye and radiocolloid} of sentinellymph node (SLN) mapping in breast cancer. Near-infrared (NIR) 
emitting cadmium-based Quantum Dots {QDs} could be used for this purpo~e; however, their wide application is limited 
because of the toxicity of heavy meta ls composing the core. Our recent wOfk demonstrated that indium-based QOs exhibit 
a weak acute local toxicity in vivo compared 10 their cadmium·based counlerparts. In Ihe present sludy we confi rmed the 
weak toxicity of CulnS~lZnS QDs in different in vitro models. Further in vivo st udies in heal thy mice showed tha t In-based 
QDs could be visualised in SLN in a few minutes after administration wi th a progressive increase in fluorescence until 8 h. 
The quantity of indium was assessed in selected organs and tissues by inductively coupled plasma - mass spectroscopy 
(lep-MS) as a function of post·injection time. QD levels decrease rapidly at the in je Clion point in the fi rst hours aher 
administration with a parallel increase in t he Iymph nodes and 10 a lesser extent in the liver and spleen. In addi tion, we 
observed that 35% of the injected indium dose was excreted in faeces in the firsl 4 days, with only I race quanti ties in the 
urine. Metastatic spread tO the Iymph nodes may hamper its visualisa tion. Therefore, we further performed non-invasive 
fluorescence measurement of QDs in SLN in tumour-bearing mice. Metastatic Slatus was assesse<l by immunohistology and 
molecu lar techniques and revealed l he utmost melas tatic invasion of 36% of SLN. Fluorescence signal was t he same 
irrespective of SLN status. Thus, near' infrared emitting cadmium-free QDs could be an excellent SLN tracer. 
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Introduction 

The "'''t'L''atiç , !:m,.' of Ih" ..;ntind Iymph nod~ (S l~,\;) i. 
a (ktermin"nt prl~licto" of rccUJ'fence and sU''\'i''al [1 [ and di'"Ccts 
trca!tuent modality [2J. The currcnt "'"thod for local i,ing lhe 
SL:\" comists of an injection of a blu" d)"C and a rad iolabclk'd 
colloid [:1). How'-"',:r, hOlh pr<.><:edttt"Cs p, ... .",:"t somc di sad,om­
tagl.", ""ch as lh" use of radio:,cli"ity and a!lcr gic ,"Caclions [4J. 
T he ideal lim" for iu;"-.::tion of (1 .. : radio<:olloid ;s alo;o nOl ,,"Cil 
c"Slahlishcd, thns n"<jui,;ng intcrdepanrncmal "cltL~lu)ing for lhis 
t\\'0-:51 ep proc(~lure , New tnethods haSC(1 Olt lte:tr-iltfrarcd (Nl R) 
Ilnon-,;.;c'>ÇÇ imaging :m: uow nmlcr <;onsidt:r:ttion. N IR imaging 
olk,.. mttltiplc :Hkuuagcs ",ch as d""p tissue p<:tlclraliou :md high 
temporal n;solmion. An additional !'end;t is fdatl~1 !o rcdUCl..:1 
hospital isation, sinee !he SL~ co" ld lx detl"(;tl~l just fe'" minutes 
aficr NIR tt~lccr i,tic-.:t ion. 

Indocptti"" gr"en (ICG ) is the firsl N IR etllitting tracer that 
has b""n u>cd for the deteel iolt of the SI.>\1. [CG eouph! tO 
hmnan ..;rum albuminc (l'ISA), thu, n:aching a h)"drodyna",ie 

dian,e,cr of 7 Il''' , has bcclt gucccsslitlly l<:Stnl lor the dele<:liotl of 
SL~ in an animal modd of spontanco", mclanoma [SJ. [jkl·wisc. 
dinica l s(Udics have alrcad)' prO"cn the l'(ood dCl~-.::tiO" rate of 
SL\ ' Wilh lhis lcdmiquc in various lttttlotu' l)l>CS [6- 11[. 
Ne"enhclcss somc prohkms rcla!l~! to ICG-I-ISA size and 
nuort:SCCtlCC smhilit)' ttpOIl irradiation pers;;;t. Fast pltolOblcacltiug 
h", I>cctl oh,e ,,,",,d and lhe .nmll sizc of ICG -HSA .. "sn!!. in a mpid 
migr:ttion from SI.N to adjaeem nodes a few minute. aH,,,· 
injection [7J. Recentl)", the cyan;ne d)""s, including IC G h,,,'c I>cctl 
"tlll)Cddl~1 itll0 lipid nanol'al't;dcs (Lipidou) and demOtls!t'all-d 
a fast N IR Iluorescencc-bascd dell":liotl of S IS in hea!!h)" micc 
[12J. Ho\\'c\'cr, the hiodislrihtttio n mHI in l'iro toxic ity r,,~ncd to 
cyanine d)"es r.:lease "'as 'lOI asscsscd [12[. Quanlum dOI$ (Q D) 
(ould aloo I)C cotlsidc1"ed as a \"aluablc ~ltcmali,'C marl<cr ",ith 
rega«! to thei .. high nuorl'Scenee 'l'''ttnutH yidd, rl"S;StattCC to 
photoolcad,;ltg ami adaptahle s;zc [13,I 'IJ. Sc\'cml exten' ;"e 
,>:,'icw. a,klrcss the remarkahk ph01ochcmÎ<;al and phOlophysical 
propertics of QDs [1-1 16) 
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The firsi QI) siudies ha"e showu Ihe possibilil)' of SLN 
mappiug lhrough thc skin "fter an intr:adCI11,al or .l uhc ut:anCOllS 
it~~'Clion of cadmium-Ix.scd Ql)s in he"llhy micc or pi&'S [17, 18J, 
sponlancous mclanoma in mini-s",itle [SJ o r xellogmfted miee 
119J. Howe"er, the melastatie SlalUS of SLN has ne\'Cr been 
addresscd in Ihesc IUlll0ur-beariug auimals 1:'.19J. ' 1l1e "isualisa­
tion of the SU,", in a ",elaslalie 1ll0dcJ of c"neer is of key 
iml}()"an~e, sincc a ,listaI OhSIn,Jction of l)'mphatic eh'lIlnds amI 
nodes b)' tumour metast'~~':s could pre\l:nt the migr,uion of traœrs 
10 SL", affecling ilS idemilie"tion [20J. 

A major conœrn ",ith Ihe ù, ,.;,'0 applications of QDs is their 
toxicity, sincc the surlUunding inorganic shell is dcgraded il, 1-;<1), 

rele'lsing hea"y met'll ions a nd as such inducing oxidati\'e siress 
",,,1 ccli ,k;"th 121,22J. Thc storage of QDs in thc rctiC lIlo­
emlothc1i,,1 S}"'lcm amI absen<:e of renal d iminatioll for QDs 
> .'1.5 lU" an: 01100 Jlroblelll:uic [23,2'11. Toxicit)' could 1:><: 
significantly n:duced u,;ing c"dmium-free QDs. ~ k lal,;, like COppeT 
'Uld sulphur in combin:uion with indium, could be mOre "umcti"e 
for NIl{ Uuoreseencc-guided SI.-" imaging. As we ha"e reccntly 
shown, Cll l nS~/7.nS QDs ]lQSsess ail requisitcs for SI.N N II{­
illlaging, gi"clI their ,:misûoll w""ekngth iu the 1'111{ ",iudo'" 
(650 800 IIIII), their hydn:od)"amic dialllet<:r (-20 ntu) :md 
signilicamly reduced "euIC local loxieity coml);, red 10 CdT eScI 
CdZnS QDs [25J. 

T herefore, wc undc1100k fU11her i,west igat ions of Cu l nS~/ZnS 

QDs biodistribution wilh inducli,'cly eoupk><:l plasn,a u"oss 
spt."Ctroscopy (I CJ>-~ I S) "1' tO 7 da)':'! lifter sulx:maneous injection 
in hClllthy miee. Sek<:1~.,j organs wcre followed nntil 3 mot11h~ 
lIfter injection. Wc fnrther c,,,luated th,: QDs-hascd NIl{ S l ~\' 

visualismion il< 111<1 in a metaslmic modcl of onholopie syngcnie 
m,u;"e brc,ost cancer. 

Materials and Methods 

Ethics Statement 
The "nimals , .... 'Ccj, .... ><:l care in accordance ",ith cstablishcd 

guiddincs of Ihe F~><: lerat ion of Eumpean I ~,boralor)' .. \nimal 
Science Associations. Ani"",1 p,.oc~><:lure' wcre performcd in 
compli,,,,ce with Ilational gnidcl ines li"'! \l'id, "pp,.m·al of regional 
ethies comminee in ,mimaI expcrimenl "Nancy-Inrminc Nord­
ES1 " Ali sur&'Ct)· "'aS pctformcd und"r kClnminclxyl"zine or 
isoHurane g>'scous atlcslhcsill , 'Illd ail effor ts were m,u!e 10 

minimise suffcring. 

Quantum Dots Characteristics 
T he synthesis ""d physieo-chemical ch'lraclcristics of C<t· and 

Ju-bascd QDs wcre reported carlier 117,251 . !I,;clly, batches of 
Q[)s we re COlllpOS<.-d of CdTeSc/CdZnS or C" l n~/ZnS corc/ 
shcll with a maximulll lluoreM:C ncc emiss ion at 680 mil and 
780 nm n:,;p<,'CIÎ\·cl)'. Q n s "'cre Ihcn cncapsulated in 33% 
PEG2CXXJ-COO H/66% l'EG2000 lipid micd ks and purilied by 
ullracentrifugation. 

Cell Culture 
,rn cellline (A r CC, ~[anassas, V A, USA) deri,,(.><:l rmrn a Balhl 

c spon1<lncous manu",,,y care inoma "'aS cuhi""k-d in RI'~11 

medium comaining 9% inaclivated foclal calf serum, 1 % pcnicillin 
(10.000 UI}-S{rqltomycin (10.000 ]lg/mL) "ncl 2 n,;'l, l gllll"min" _ 
~ I RC-5 ccli linc (ArCC, ~Iômassas, VA, USA) deri"cd from 
" normal lung tissue ",a.~ cuhi"atrd in ~ l in;mum Esscnt ial ~lcdium 
(~ 1 E~ I) eonla ining 9% inacti\';tlcd foetal c;tlf se,.um, 1 % penieiUin­
streplom)'cin, 2 tn~l glutaminc and 1 m~ 1 sodium pym"alc . .. \Il 
culture n:osks wcre k"'JlI in :t humidified incubalor al 3rc and 5% 
C Û 2· 

Mapping of Metastatic Lymph Node with Quantum DoiS 

Cell Toxicity Tests 
Viabililyassay. Encets of QDs on Ihe ,-iabilit)' of ~ I RC-5 

cclls were e,~tluatt-d using the ~rrr ass.~)' 121J . Bricfly, ~ I RC-5 

cclls werc l,latt><:l into 96-well plates and after 24 h the culture 
!IIt><:liulTI Wll'" replac<.-d hy 200 ]lI. QD, su,pe",ion lit conCcntra­
tions of 0---200 ,,;'1,1. Aftcr thc cnd ofincuhmion (24 h or ,18 hl, œl ls 
\l'<:Te washed,.'iO Ill. ~ ITr (2 mg/ml) ",as ,,,!ded tO each weil amI 
incuh.1tcd al 37°C for 3 h. T ht "'a1er·insoluhle fomlazan crystals 
were solnbiliS<.><:1 with dimcthyl ~\llfoxide (D~ I SÛ) and optic") 
density was rear! on a micro!,lale pho{omcter (.\Iultisk:m Al;cenl , 
Thel'tuo l~,h.,)",tems, Finland) at .'HO nt,, _ 11, ... results were 
expresscd "s the concentrmion of QDs inducing 50% of ccU 
demh (IC[o(I) comp"red tO the untreatcd comrol>. 

Ha .. molysis 1 .... 1. l'Ire Illcthod usc<l Wôts reporled dscwhere 
[26J. Bridly, tl,iœ hlood stabilis~><: ! \\;th EDT A ",as ohtai'K><:1 hy 
illlrac;,.diac pUl1eturc !Jefore Sl1Crilicc. Red hlood cclls wcre 
suspcnded in phosphalC huffer<.><:! s.11inc (l'liS) (lIcgatin: cont rol), 
,k;ioni..,.,d Walcr ~>ositivc control) or dil!Crent Q Ds <tilutions in 
l'liS, rnnging from 0 {o 200 n~ L 'l1,e solutions were ineulxl\cd far 
2 h lIt :HoC, bdorc œntrifugation. Th,: absorb""ce sp<:Clrn of the 
supcmauHiIS al 541 mn wcrc me:tsurcd with a s(x'Clropholomcter 
(Lambda 35, l'crkin-Elmer, Courl:o\.locur, France). The perccmagc 
of h:tcmolysis of eaeh saml'le \l'as c"leul:tted by subtract ing the 
abso'vtion of thc ncgalivc cOI1\1'ol from the abso'vtion of the 
sample, di\'idt><:l by Ihe diUCrencc in abso'Vlion bctwcen positi"e 
aud negat i\'c eomrol •. 

AnÎmals 
T en-wcek-old rcmalc B"lh/ cOIat\nN mice (Harl:on, Gaunal, 

Fr:"'œ) were keJlI in a 12 h lighll<l:trk cycle and had "eces.s to 
food "nd \\'at,'r ad libitum_ A spccifie l'"ri fiNl <ti~, r rD_9·I04.'), 
Harlan T eklad, ~ladi sol1, \VI , USA) ,,«s uS(.><:! to R><:htee lissue 
autolluo, .... -scencc in the N[J{ region. 'Ille ",odd of lympl",tic 
metastasis in micc grnfK><:! \l'ilh .fTl mousc ntn""u",)' carcinoma 
cclls ,,"s rCJIOI1<.><:1 carlicr [27,28]. Undtr anacsthesia, miee (n = 53) 
\l'cre it~ecl~><:1 sttlJ.culan~'Qusly in Ihc lirsl right t:n pad wilh 40 ]lL 
of 106 'l'ri ecUs in waler solulion supp!cmentcd wilh 5% glucose. 
.\lice wcrc ~"crifiœ<t when the tumo",. re;tchcd the cthical "olumc 
of 1,000 mm 3 (about 21 days) ,,,,(1 {he tumour and {he "xill:t'1' 
lymph 1I00IL-S (t\L .. '1s) \l'cre removed, ~ I icc werc {Jiyided into IWO 

groups: in Ihe lirst !,'TOllp (n = 25), mmours and right :oxill",) 
Iy"'ph noc:lcs (RAI ~"s) were fi~cd in "cclic formal in a!cohol (Ah\) 
fol' inununohiSlochctllic;,1 (IHC) anal)",is and in the other group 
(n = 28), Itunours and RAI~"s "'cre rapidl)' frozen at 8O' C for 
molecular biology lInalysis. 

Biodistribution 5tudy 
Seve" groups of animaIs (n = 3 l'cr !,'1'OUI)) were used for 

biodistribution s1\Id)': one control group rccein><:! l'liS and \\'ô's 
saerificcd 7 days afler injection "nd six expcrimcnlal groups. 
wherc animaIs \\'t'rc injt'Ctcd \\'ilh 20 pnlOl CulnS2/ZnS QDs and 
s.acriliced al 1 h, ,1 Ir , Il h, 72 h, 7 d"Y' and :1 momh, after 
injt'Clion. ~ 1 K:e \l'crc ittiecit'rl snhcutant'Ously (s.e. ) in the distal part 
oflhe right amcrior }X\'" ",ith 20 ]lI.. of PHS or 20 ]lI.. of a 1 ]l~[­
Q D solution , T he ,;ght 1);\'" "':os kne,,{b:l 10 impro,-e prlxlllci 
migr:t1ion and thc RAL1'>1 wcrc ima!,'C'! in '-'ù'o .'> minntes after 
injfflioll_ Aller ."crilie<\ al'ga '" (AL"" ., bleml (haf"ci<: ll'Illph 
t1o<:les (LTLNs), brain, hla(lder, intc,;tine, splecn, pancreas, 
stomach, kid'l<.ï'S, li,w, hearl, lltugs and in je clion poitll) ,,"cre 
remo"ed, ",cighed and SIOR><:! :tI 20' C prior \0 anal)'Si,;. Blood 
samplcs were coUccled throllgh cardi"c pUllct"rc i" hq"triniSt><:1 
tubes bcfore sacrificc. 
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Near-infrared Fluorescence Imaging 
III tin' oplicaJ inl~ging of Q Ds was l>crfofll,~"(1 nsing ~ Fl lOo­

be~mTM700 N1 R im~ging ~}'S IC'" (fluoplics, Grenohle, Fr~llçe) 
dcsc ril>.xl pn;\'iousl)' [17J. "l1,is SySlem is composctl of" 690 11111-
e",ill;ng laser lmd" highl)' scmili,'C dmrgc-conpk-d d,_,\;çc c~mcra 

\\'ith il 750-nlll long-pass emission Jiller. Scmi-q,,:mtilmÎl'C dma 
ran he ohlain~d from dl<: Ilnon::S<"cncc im~g':s nsiug Ih" Imaglj 
1.'1<1 software. t\ $t."gI11,,"mlion protOl:OI (ilia" Emro!'y ",,,!lux l) 
"'as ill')llicd 10 threshold Ihe inm!:,'.: for e:Kh organ. ~luorcse<::m 

s;gn~ls WHe expJ"t."SSCd in arhilml)' nnits (A.U.) :IS the nu::an 
intensil)' of pi.~ds of thc thl'cshold org;m. 

Inductively Couplee! Plasma - Mass Spectroscopy (lCP­
MS) 

A Va"ian 820 :\ IS inSlO""Cill (V~ri~Il , 1.t."S Ulis, Fmnœ) w~s 

used 10 perform IC I'·:\ IS an~I)'SL"" [liJ. llridly, ail . arnpk-. 
(orgam, blood and excrelions) wCrc dissokeo:! ",ilh 70% HN0 3 
and he"lcd 10 9O' C "'lIil lotal mincraliqlio11. E~ch mincmlised 
sample """" soluhilised in 25 mL milli-q ",aler atHl anaIY"L"<1 h)' 
[CI'· II [S_ Thc limil of indi",,, quanriliç:l1ion ,,"as 0_05 Ilg/ L Fi"e 
saml,l"s of 1 mL QD solutions at 20 n:\ 1 (20 l'mol) wcre analy>;cd 
10 CO rrd\IC ror indium eoncemralion 

Immunohistochemi stry Staining of Lymph Node Section 
Inu",mohi.,tochemi,tr)' ""'" ç"rri~"<1 oUI on 5 Ilm-thick AFA­

fixed paranin-emh.-xkled senio1ls. t\fleT rehydralmion a",! amige'l 
rctriL'\"a1 a prinl<\')' rabbil monoclonal :II11ibody againsl mouse 
e}1okeratin l') (C K I9, EI,itomics, Bnrling:ull<:, CA, USA) dihlle<l 
at 1 :200 " -aS appli("(1. After oycmighl incuhatio" HI -1 C, ,he 
endogcnou, peroxidases were inacti"aled atHl a pol)'mer delection 
s)'Stem iUlli-rabbil Histofille (Nichirci Ilioscienccs, Tokyo. Ja[l.ln) 
"':os applkd for 30 min_ l'<;ro_~y(bsc acti"ily was n::\'taled with dl{' 
Novared kit (Vcctor lahor:uories, Burling:mlc, CA, USA) in 
accOlx!ance " ;lh the supplier's insmlctions. Sections \l'cre fin,tlly 
eOUll!ersmin("(! ",itl! IIlaycr's Hcmatoxylill (Dako, TraplX:s, 
Fr;lIlcc). 

RT -qPCR 
RNA, fromlymph no<!es were I,,,,ified n,ing an AIIPrep DNAI 

RNA .\! i1li Kil (Qiagcn, Courtabocuf, F"mce) in "eeordancc ",jlh 
the _ suvnlicr"~ illStn~c.liollS __ d?NA _""ilS . synrht"Si'Sl"l1 using an 
,Scnpl ' RL'\'eT1!C [ransen ptlon kit (HIO Rad, ;>'larne.-la-Co­
quclle , Fr.mce) in accordance \l'ilh the manufacturer's l1."I:Olll­
n,,: nd~liollS_ A real·time ql'C R ""l' penOl"ll'cd in iCyckr iQl').! 
(lI ior01d, :\.faI"llL"S-Ia-C<X)uelle, Fr,mcc). T he rcacl ion lllix\ . ""C 
containcd 12.5 Ill. of iQ'~' SYBR~ Crl'Cn Supermi.,<, 1..1 Il l. of 
5 Illl [ fo",~m] prinlL"r, 1.5 )I L of 5 Ilili rL'\'cr.le primer, 4.5 ilL of 
DNasc RNasc fl"t."c ""aler :,ntl 5 Ill. of d)NA. T I", l'CR progr'"'' 
",as 9.'i°C for 5 min. 50 ey<:!es of 95"C for 10 .1, 65"C for 30 s, 
95 C for 10 sand 60 C for 30 s wilh a fi"al eXlen,ion ~I 6O"C fo.· 
5 min. T he list oflhe primers is . ummarÎ",--d in Tahle 1 [29,30J. 
' l1,e hOllsckecping genc Il-actin Was Ilscd as ail ililerrml colllroi ror 
Ihe quanti ly of cJ)NA ~ud resuhs ,,"cre cxpressed as Ihe ralio 
CK 19/n-~Clill. T he maximum r;!tio CK19/1l-aclin {6.'13 XIO - :; 
of AI.,.,< fmm hc:olthy miee (n = 21) " "," used as a threshold: SU'" 
with CK 19/B-actin ratio bdow this ",due wcre comider~"<! Ils IIon­
memstmie, whereas lhosc wilh gremcr ratios "'cre considnro 10 be 
",etaslalic. 

Statistical Analysis 
Il !cllns am! slamiard crroTS (SD) ,,"cre delcrminL"(! using 

stimdim! sortware, when.-as stMistieal signilicancc oct""Celi groups 
r.> lann·Whitllcy IL"SI) "'ilS GI!cula\L"<] ",ilh SwtVicw software (SAS 
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Tôllble 1. Sequence of primers used fOf real-lime qPCR of 
cytokeralin 19 and â actÎn. 

sc _ 3e 

TGA TCGTCTCGCCTCCT"'CT 

CAAGGCGTGTICTGTCTCAA 

CGTGGGCCGCCCT "'GGCACC'" 

TIGGCffi,o.GGGTIC ... GGGGGG 

00;: 1 0_ \ 371 fjOUrna lpane_(l(I«433 . 100 1 

j291 

[301 

Institote [ne, Cary, i\C , USA); ft v~I\I~"S <.0.5 were considel"Cd 
s"'tistically si~,'nificll nl. 

Results 

Toxicity Tests 
Normal IIIRC-5 hUIll:'" fihrohl:lsts \l'cre exposed 10 illçreasing 

conœmralions of ClrreSc/Cd7.nS- or CllIIlS~/ ZnS-ba.S<."(! QUs 
during 2·1 h or 48 h. 1I 1']"["'asscSlicd <:ylotoxicily dCllCnd,:d 011 Ihe 
Core clement and lime of ~'OntaCI ",ith cells ( rable 2). For Cd­
based QDs. the [C ';O "alucs vary from 21 Il :'\1 to 8 "II I dCJ>C' lding 
on Î1Kubalion lime, whcrea.'! Ihe same loxidty \l'as aehic\'cd for ln· 
ha';Cd QD :ot conccntr:uiomof 108 nll [ and 76 III1 [ (r~hl c 2). IC!>O 
,·"IUL"S wcre thus :opproxinmtdy fi\'e limu Inwer witl! CdTcScI 
CdZnS QUs than ror [n-b;tsetl QDs. 

\Ye runher measul"C(! QDs-ill\lu(~"(! Imcmolysis of rcd hlood 
çclls (RBC). RIIC ,,"cre in<:ubatcd for 2 h with incrc;osing 
conœntr:ltiollS of QDs ,,"d Ihe haemoglohin rclea .... WilS as",-""scd 
by measuring the absorh:UlCe of the super"'Ham (fig. 1). Already 
25 n.\! or Cd-J,aS(."(1 QDs induccd 28% haclllol)'Sis ",ith " n'pid 
i'K'"Ci'se in h~cmolytic acti,.it}' Ill' 10 75% ~t I()() nlll i"1\1 ft,,~her 
Slahil isa!Îon. No haemolysis "'" delCCled for [n-b"'L"<1 QDs, 
irrespecli,-e of eOllcemratiOiI IIp 10 150 "II I (Fig. 1). 

Detection of the Regional Lymph Node 
Afl..-r S.c. i'~ectioll of 20 l'mol ofC\I[nS~/ZnS QDs in Ihe pa\\", 

RAI..!~ could he "i,,,alis~"<l alre",l)' after 5 min (Fig. 21>, cl. For 
oclle!" ,-isuillismion, Ihe injt<:tÎûn IlOint of QDs "'''S hid,kll. thus 
cnahli"g" pr~"C;sc locl\lisation of RALN (Fig. 2h). t'igure 3 disIJ),,}'S 
Ihc inle n~ily of Q Ds Illlorcscencc in RAI.N in l'i!'O dllring se"cn 
da)'S "fier i,ueclion along Wilh Ihe qUillllilicalion ofindilllll cmltent 
i'i the same miec '" lhe sallie lime inter.,." ls , FluOl"Cscenee si&~l<l ls 

~nd ln e()ntcnt in RA I ~'1 Ikmonstrat,: ~illlilar inc.re:~~" (r=O_I\Il) 
from 1 10 8 hour, l'ml-inject ion, followed hl' a rapid drop of 
ll110rcsœnee ill1cnsily rrom 8 tO n h and a slow (!L-crc:>.Sc nntil Ihe 
end of OhSC'YiUion (168 h) (l'ig. 3). 111e [ li c01l1e1l1 howe" ."r 

Table 2. Cytotoxiçity of CdTe5elZnS or CulnS~/ZnS QDs on 
normal fibroblasts. 

1C50 InMI 

QO CdTeSe/CdZnS 

QO CulnS;lZnS 

11.~O:: •. 42 

108.29::23.66 

." 
8.41 ::3,29 

75.68::6.28 

MR(·5 cd s viabOl1ty was a.sessed by MTI i3-14.5·dimethynhinol-2·yll-2.S­
di"""nyke"ozolium btomidel ~' .. y. 
Concenua"on of QDs causing SO'IIo of cell deilh nc ..,) was m .... su.ed 24 h Of 

48 h .her e' p"'u'e. 
(),o,a a,e mean :: SO 1" _ 6 pe' cOt!dilion). 
(loi: 1 0_ 1 371 fjOUmalpane_(l(I«433 . 1002 
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Figure 1. Haemolysls of ree! blood cells after a l h..exposure 10 CdTe Se/ZnS or CulnS21ZnS QOs. Red blood cells _re incubated for 2 h 
at 37 C in buffer (ontain ing increasing concentrations of CdTeselZnS (close Square) or CulnS,IZn5 QDs (open drde) and the absorbance of the 
super""tant was measured at 541 nm. Percentage of haemolysis is expressed as the amount of haemoglobin release induCed by QDs compared to 
that induced by deionised water. Data are mean :!: 50 (n = 3). 
doi: 10. 1371 Ijournal.pone_0044433_gOO1 

rerna ins stable (-9% irucetcd dose- ID) from Il h umil 168 h 
(l'ig. 3). 

Biodistribution and Excretion 
"s shown in Fignre 4, the ]n concentratÎon is similar in righl 

1)111ph nod~ .. (RU'·s) and injection point 1 h arter injection 
(-40 fig In/g lissue) wherc.as no indiu", O>lIld he dctut~'<:I in livcr 
and ' plœn. AI 4 h after injc<:tÎon, the l n concentration ,lccrcas"" 

al the iruccI;on point (H .16::!:O.71 fi g ln /g tissue), ",ith a simul­
laneOllS considerable inc",ase in Ihe RLNs ( 1·1 7.08::!:31.42 fig Inl 
g tissue and 132. 18 ::!: 1 S. 77 fig lu/g tissue for RALN :",d KLTI .S 
rcspen iydy) and a sligln increa,c of ln concentration in bmh Ii"cr 
(2,46::!:O.60 fig In /g tissue) ;",d sp lcen (3.36 ::!:O,56 fig In/g tissue). 
No , ';,rialions ",erc fonnu for indicalcd organs nmil 7 d"y"; 
hO"'<"'\"er, a 2 limes rk<:rease of l n ",as obsc r"cd ::1 moruh. ;,fter 
i,uutÎon. Wc ;,Iso dcmonBtralOO Ihe presence of i"diun, in the 

Fi9"'. 2. In ,dvo n on_inv.siv .. fl"O"K.n" .. im. 9in9 of mie . b .. fo •• o' . ft .. . QDs inj .. dion. Mie" wc'e s"bcu1<meo". ly injected with 
20 pmol of CulnS,lZn5 QOs in the right anterior paw and imaging was perfOtnled before (a) o r 5 mirwtes ahef (b, c) administration. b. injectioo point 
(arrow) was not hidden; c. inje<tion point was hidden lor a better RALN visualisation. Near-infrared imaging was performed \Vith fluobeam™ system 
(exc. 690 nm. em. 700-850 nm). Exposure times were 100 ms (a). S ms (b) and 10 ms (c). 
doi:10. 1371 rjOurnal.pone.0044433.gOO2 
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Figure 3. Assessment of QOs flu orescence Intens ity and Indiu m content al diffe re nt post -administration times. Kinetics of QOs 
fluorescence (open eircle) and ln content (close square) in the RALN after s.e. administration of 20 pmol of CulnS,lZnS QDs in mice. The ind ium 
qu~ntity w~s me~sured by inductively eoupled pl ~srTlil - mass spectroscopy (lCP-MS) ~nd expressed in percent~ge of injected dose (% 10). Oim are 
mean !: SO (n" 3 per group) and indium quanlityvalues marked with an asterisk were significantly different from corresponding fluorescer.ce va lues 
(p<.05). 
doi:l0.1371/journa l.pol\e.lXI44433.gOO3 

plasm" S<lI"pk-s (O.H::':O.IO ).lg Ill/g rissue) 1 h posl - i,~t-Cüoll ,,"ilh 
ollly tr"ct"" 'lumuiüe< of III at "Il other ohser\",uioll limes. The 
dei,rmrcc of QDs ",as asscsscd i" the mCaSun;lllelll of the 
cumulaü"e doses of III in urine and f;,t'(;es dll"ing Ihe firsl " da)'s 
aftcr injection. Ncgligihle 'luantities of indiulII (O.:H::':O.(H% ID) 
",cre detœled in urine, ",hereas ln excrclioll ",ilh fat-ces rcached 
2.97 ::':0.95% ID dtnillg the lirst 4 days (Fig. 5). 

Mapping of SLN in Metastatic Madel with In-based QDs 
l'ift)"-Ihrce "rice bea,ing 4'1'1 tlImours were subjecled 10 RALN 

il! ,-;'" Iluorcsccnee meas"rement. bcfore thcir .aeriflCe. C K I9 
detœtion in e.~tmcled I)'mph nod~s "'aS perfOmlC(1 hl' immuno­
histochemical anal)'sis (n = 25) and bl' Rl '-(] I'C R (n = 28). 

Of251)1l1ph no<les anillys(;d by immunohislochcmistry, 20 \\'cre 
IlIctas!'ISis free, when:as isolilted tumour cells ,,,,,1 melilS!atie 
nodules ",cre dctœlcd in respccli"d)' Ihrce ami t\\'o mice. Figurc 6 
displays an exampk- of immunohiSlological section of IllClaslatic 
I)'mph node. The melMlasis (kl~'Clion h)' RT-(]rcR pcrformcd in 
2111)1l1ph norles demonSlr.,,~-d the presence ofllletaSlasis in 36% of 
SLN ( l'able 3). 

Aillymph no<lcs, ",hich re\"ealed CK 19 expression, ",cre pooled 
and rcferr~..:1 ilS posilh-c SU''- ( l'able 3). 111e fluorescence i1l1ensity 
from cach SU,, WilS correbtcd 10 ilS mctastiltic stalllS. As follo,,'S 
from T"b!e 3, nO slmistical diAcrc'lCe in fluorescence imensily ",as 
dclt-cled bel,,"een positi\'c and negali\"e SI.N (Ji = 0.1733). The 
IlIcan tlllorescence imensil)' in non-IlIClasTatK; I),nl'h nodcs was 
a\wagc(llo 17.71:!:7.38 {n = 311), whereas positive SU\' yieklcd 
20. 15::': 7.10 (n = 15) ( l'able 3). 

Discu ssio n 

NIR imaging could oc ail intcrcsting alternati\"c to Ihe eurrcnl 
metho<l ming blue dye m,d nlliioacti\'t: colloid for the \"isualisatioll 
of SIN in b''Cilst callcer surgee)'. I).:;sl)ite Ihe c.~cdlent il! l'Ù,() 

IlUOl'cscencc IlrolJocflit"" ofCd-co'lIaining QDs [15], Iheir to.~icity, 
duc to the ,'Cleil'" of Cd2~ ions in the biologieal C'l\"ironment i, 
a serious drawback for c)init:al ''l'plicmions [31]. Wc hm" Teee",l)' 
conside .... ·d indium-bas<..'(! Q Ds. which a,'C Cha ',ICIC"iscd b)' a b"ighl 
Iluorescencc a,,,1 3 rcdnced aeutc local toxieily in IYlllph no<lc 
[2SJ. Imlc~..:I, Ihe onSCI of inllamnwlion occun'Cd ilt a JO limes 
higher conccntratiOll for Cu lnS.JZnS QDs than for Iheir Cd­
contilining eountelp"n, [25]. 

ln the present p"per wc extcndcd the comparati\"c studl' of 
loxicit)" betwccu twO I}1JocS of QDs. Hacmolytie c"pacit)' is 
l'eg,lnlcd as a ,'Cfcr('nce (cst to sllIdy nanol~1rtlek"" inlerae(ion 
with hlood [32 3·! J. Whereas OITeSc/CdZnS QDs inducc .'>0% 
I",cmolysi, :u a coneemr.rtÎon of 56 n!<. (, no h"elllol)'sis "'aS fouml 
al '111 ilpplied concentraI ions of CulnS2/h,S QDs (Fig. 1). 
.\ Iitochond,ial aeti"il}" of fibmhlaslS subjeeled to QDs ,lcmon­
str.,I~'(1510 10 tilll~s rednet..:1 !Oxicit)' ofCn lnSJZnS compart..:1 10 

cadmium -I).~scd QDs ( r .. ble 2). Thesc ,",-""ults ,Ire similar 10 Ihe 
c)"toloxieity of tihmblasts snhjeet~..-I to cpnine {C)".,»-lo;.ded 
Lipidols (lC!>(I>75 n!<'l) [12]. The)' arc also in "greclllem wilh 
prc\"ions sludics whieh suggesl thal indiUIll-basc<1 QDs are IcS'! 
loxie than their c;rdminm·b"scd eounte'l'3ns and "re thns more 
snilablc for biomedic al applications [3:1,36]. A weak in 111,() and in 
t 'ilrQ loxieit)' of In-base<1 QDs e'lCoumged u_s (0 furthe r tcst Ihesc 
nanopartiele, in healthr and tumour-bcaring mlee. 

QD·induccd nuort"SCe,ICC in the RAI ... ~ could be deleeted as 
carl)' as 5 min after s.e. il~cclion of 20 pllloi of CulnS2/ZnS Q I},; 
in Ihe pa\\' (Fig. 2). T he presence of QI}.; in Ihe RAI.N has lM.:e" 
continncd by lhe lIlea_,nrelllent of indium content br lC I'·!<.[S 
(l'ig. 3). A" i""rcase i" hOlh l'nran,ctcrs \\,rs nOled i" the first 
hou''S pos(-i,~t'(;tÎon indicatillg Ihe inlegril)" of the Q Ds. ' ''hile Ihe 
ln coment, a, ol>se,ycd by mass spectrolllel'1', remain~'([ stahle 
",ith time, wc obsen·ed a d~'(;rca", in ll uorCSCCIlCC intensity ,1i\Ming 
al 8 h post-injœtion. T his ~ould be relaR"(1 !O Ihe bio_degrad,,,ion 
ofQDs in ail oxidali,'C en\"ironmcm. (lcspile cappi llg of the QD 
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Figure 4. 8iodistribUlion of QOs in H le cted o'gans and tissues in '"ndion of time afte. injedion. Mie .. were SUbculi1l>eously injected 
wilh 20 pm~ of ( ... lnS, lZnS QDs in the "ght amerior paw. Blood Silmples were w lle<:led through , ... diac puncture. Miee _r. then Siluifked al 1 h, 
4 h. 8 h, 3 days, 7 days and 3 mooths aflef inje.:tion and organs wer .. subjected to mass spectroscopy (lep-MS). The indium concentrations in RALN, 
RlTlN, inje<::tion point. spleen, live. and blood wer. expres~d as Ihe quantity of indium (in 119) per gram of tissue or per millil iter of blood. Data are 
mean :t 50 (n = 3 per group). 
doi:10. 1371 ljourna l.pone.OO44433.g004 

coreS hy :luS. Il ;ii lX)SS iblc Ihm the ZuS c"pping loses a sulphur 
m O/n , IŒ "Îng Ihe Co re '1Jlncm hlc 10 oxid"lio n wilh Ihe fOl1n~tion 
of OX;(\o.;s ~nd evcmua ll )' loss of QD fluorescence [2 11. 

l'Olemial silcs of QD 10xicilY :",d d imination can he dcduced 
from our biodislribUlioll slUd)'. Arler s.e. illjec lioll ill Ihe pa\\", QDs 
sirougl)' accumulale in Ihe R I_'l' (l';g. 4). QI) rClcntion is confincd 
10 rcgion'Il lymph 'HXk-S only sincc no fluorescence "'as "isib le in 
OT her 1)~"l'h nodc ~ (ccn 'ieal, ingu i,,,,l, cIe) l'0inling out Ihal QOs 

Post-injection days 

do not migrat" funhe r imo the l}llll,hatie sys tcm, This oh scn'ltlioll 
could he ad\'aH1ag~"()us in dinical senings since One of the I,itlilli s of 
SI..N "iopsy comisls orlhc false pOSili,'c s~mplcs rd mcd 10 Ihe foU I 
mif,'t"alion or lhe d )'c across Ihe Iymphmic chain , A fi'SI incrcasc in 
ln conccmr~ lion in Il'mph tHxk:s fiu '" 1 h 10 0) h after i'~ CClion is 
consiSlem ",ilh Ihe d eere"se of ln conccmra liou at Ihe in je clion 
po im in Ihe "m"e lime "p"n. Oe.pite Ihe faCI Ih"l a major 1''''1 of 
ln ,ms rc willcd ilt Ihe l}l11ph 1l00k-s, no sigm Ofloxicil)' could he 

Faeces 1 
I Urine~ 

Figure S . Cumulative indium content in el(cretions of mlce after subcutllneous QDs lIdministrlltion. Mice wete subcut~neously injected 
witl'! 20 pmol of CulnS, lZn5 QDs, Ufine (white) and faeces (gray) were collected daily and subjected to mass spectroscopy (KP-MS). The ind ium 
contents were cumulated every day ~nd were expresse<! as percent<>ge of injected dose ('lb 10). Data are mean :!: 50 (n .. 3 per group). 
doi:10. 1371 {Journal.pone.0044433.gOO5 
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Figure 6. Histology of senline llymph node sectio ns oflumour­
bnrlng mlce. Sections Wefe subjected to CK19 immunohistochem­
i~try ,md hematoxyl in staining. Black scale corre~pond~ to 100 l'm, the 
arrow indicates the metastatic invasion of the conical sinus. 
doi:l0. 1371 rjOurnal.pone.OO44433.g006 

detœled in IheK'S organs [25J; n/so the miee did nOt prcscm ail)' 
sign. of ahnorm,1l hcl",,,iour 0" wcighl loss for up 10 7 '~')" "fte. 
i,yectioll (,1:IIa 1101 shown). Similarl)", C"stronoyo fi al. ohse .... -cd 
thm im"'\'clIous i,yection of h)"drmed imliulU cOIl'p"mblc 
concentrations (0.-1 mg ln /kg hod)' weight) yickkd onl)' a di llitse 
:II1d mild inflammat ion in the liver, ",ilholll notÎc.o:ahk ,lamag" 10 
the kidncys [37[. 

[n the clinical conte~l. the rest-ction of the Înjt-ction site, which is 
the original source ofQDs mi~ .... mioll, Gin lx: pcrfomlcd ",ilhilllhc 
first 15 min following i,yection, thus minimising QD acc\nnul~tion 
in nou·l)1nphatiç sites. 

The cumu;"li\'<" doS(: of ln \\"'~I 10 times higher in faeccs (-3% 
1 D) comparee! to urine (-0.3% 1 D) (Fig. 5). Fae",] cxcretion of ln 
afin i111ral"lChcal or oral instillation of InP in rats WaS 
demonslralr<1 earl ier [3f1] and ",as sUgJ,'Csled '~I ~ majo" route of 
clilllillatioll The siw of our nallopartides i, also in [,,,our of 
hepatohiliary excretion. For rcn~1 cxerction, tht: nanop'll'Iick:s 
must hayc a hyclrod)'n"mic diamete. sm"lkr than 55 mll in order 
to he filtered hy Ihe kidlle)' (24J, whercas thm of Cu[nS~/ZnS 
QDs used in om study rcachL'S -20 mil 125]. Conflicting dma 
,,"cre rcpo"c,1 on hea,"y met,tI climin~lion il1 p'"<.:-<:linÎcallllockok A 
high rceo,""l)' of ln ,,~'s ooscn'ed in facees (73% 1 D) of r:us "fter 
illlratradlCal ~dll1inistr~tion of lnl' [3f1], whilt: CdSc/Z"S Q I}; 
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,,"cre s<:qllcstered il1 lhe li"er of "'IS (36.4%ID) after Lv. injt-ctioll 
:lnd wCre not dctt-ctctj in the excretiolls duriug sc,"eml " 'ceks [39]. 
At thl't .... momhs ~fter In-bascd QD injection, the <](I~mit)" of 
indium ill the li\"er was reduced h)" more than 50% (3.0:!:0.9 \~. 
1.0:!:0.3 J.lg In/g tissue, Fig. 4), thm fUl1her sllpponing hepmo­
hili",)· cI;mil1~lio". I-Io\\"e\"cr. in otxk:r to tral1s1~tc Iht'SC findings 10 

hum"ns, long-term experimcnts arc l'e<],,il'<:d in l're-dinical 
m(l(\cls. 

Il S<.-CIllS imeresting 10 l11"ke an approximaliOI1 of Ihe rt:maining 
<]u~ntily ofQDs in c1inÎc"l scuing. A good \"iSIl~lisation of the SL'< 
wilh Cd-bascd QDs was repolled ,lfter 'Ill i,yt-ction of400 pmol;n 
35 kg or Yorkshire Iligs [18]. Consi(kril1g th~t SLN "'cre located 
Olt Ihe deplh of 1 CIlI il1 pigs, \\"hc,,:a5 the dcpth of SI2\' loc~lisalion 
in h{lm"n~ i .. of 3 6 C111 , Ihe dose of 2.4 I1Inol C{lht~/ZnS QDs 
oonld he refluired for SI-,'\' \"isll~lis~tiol1, i.e. 900 J.lg indium. A 
IMge 1"111 of Q Ds will lx: diminatcd ,Iuring Ihe excision of ho!.!, 
SI.N and tll1110ur bur{kn:01 1 h p051-a{ltnin;Slnlliol1. Our prcscm 
sllIdy dcmonstr:,tt'd th,n the r<::m~il1il1g quantity of ln ;11 the body 
ofmiee:u 1 h ,lfter injeetiOlI i, ahollt 17 % (ra. 157 J.lg). The dail)' 
ln consllmption in hllmal1S is aboUI 8 )lg/d~y/p.: rson "ccordillg to 
the Natiollal Toxicology l'rogmm ['IOJ. T llI1s, compared 10 the 
anl1u~1 ln col1SlImption (2920 J.ls), Ihe remaining quantily of ln in 
tht: body after QD, injection rt:pracnlS .')%. E:<cept of occupa· 
tional t:xpo,ure to ;nlmk'd indium [41 ,'12J, loxÎcology studies of 
indium in hut1lnn body are sparsc. Indiut1l 'Illd imliu1l1 oxidc are 
nO! listed ilS humall earcinog<: lI s hy diflerem ollieial org:mismions 
(US OcCull'Itional Sarct)' and 1-1calth AdminiSlration, Canadian 
Ct:nt rc for Occup"tion,,1 hc~lth and 'I<,fety, European Economie 
Comnlunitl', etc). lt mal' be therefo .. c supposed, litai sud, a snlall 
increase in ln concentration in the body is not b~rmflli. FlI"hcr, 
gi"cn the extrCl11dy lo\\" rate of l'hotoblraching of Q Os, the 
n"ence ratc of the i"'~ging sySlem m"y lx: incrcast-.:l at le~st one 
on:lçr, r~'1jultin g in a signifiçmuly r~'{luççd QI~ injectç.! dose and 
" dœreascd remaining 111 conce11lr:nion 

.\ Ietastat;e im',,-,;on oflymph nodes may m(l(lif}' the uplake of 
tracers [20,43,.4<1 ]. T herefOl-c, Ibe possihilit}' of fluorescence 
m"pping of 1}~lIph lI(l(lcs "pOli thei .. d;,ml o!,stmclioll br tumour 
IllClastascs Îs of 'n ô~or Î11lport:\I1Cl". T he 't1elast~\ic status of lymph 
n(l(les ",as '1Ss<'s.o;cd by C K 19 dett-ction using inlln\lnohistochem­
istry and molecul"r hiologr "pproaclle •. C I\. 19 i. a memlx:r of the 
intcllllctli"tc r,l~mellts found in the immcytophlSll1ic eytoskckton 
of cpithcliô,l tissues (45] and is considered as a ~'OO(1 marke,. for 
Illelastô,tic in\'OÎ\'Cl1lCtH of Iymph n(l(les 146]. T he qRT-['CT 
t~'Ch,1i<]u<:, ,,"hich is mOT<: scn,iti,·c th~n immunohistochemistry, 
showed 35.7% of posili"e 1I(l(!cs vs. 20.0% detœ led hl' IHC 
( l'able 3). The ohscr\"t-.:j b-cI of 111et"st"tic im"lSion is similar to 
Ihat l'cporl\"(1 ill the clinÎc,,1 swdy, COlld"ctL'd in 274 brC~SI C"'lCer 
pmicnts wherc 36.'1 % positi"e and 63 . .')% nt:g:ui\"c Iy"'ph l1(l(lcs 
,,"cre dett-cted 1" ?]. l'l"ol'(;:«:el1ce 111e'l5l,,-cmcnu demoll~tr:ltL'd that 

Table 3 . Mapping of sentinel Iymph node (SLN) of tumour-bearÎng mice 15 min after sc. injection of 20 pmol of (ulnS2/ZnS QDs 
in the right anterior paw. 

t echnique. of (KI' delealon 

'"' 
RT-qPCR • 

Node .ff~ed 

20.00'!6 (5125) 

80.00"1& (201251 

35_71'1f1 (10128) 

64_2'l'I\, (18128) 

/" >'ÎVO SlN ftuo .. ocence lA. U.1 

21.900.:::7.20 

15.n '::: •. 19 

19.17",7.28 

19_90",9_.5 

Meta".ri<: cens .... <e detl!<ted in lymph"ode by (!{19 e>.pre»ion u.ing immunohi"ochemi,,'Y (He. n_ 25) 0< moIe<:ula< bioIogy .""tysi. (AT-qP(R, n_ 28). 
0.> ••• re mUn '" $0_ 
<loi: 1 0, Il71fjO<J ,nal"""" ,OO44-4l3.tOOl 
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:,11 ~il":~ tlOlICS could I~ ,·isu.~Jioed with ;.< IR ~mil1ing Qlh and 
no 51ali5lir. .. 1 (liffer<:'~e in flllorcsœntt intensity "'as esmblished 
bctween ~iti\"c and ncgmÎ\"C 1l00Ics ( l'able 3). T hu!, Ihe 
rnignuion of QDs into t1", ~~l1phatic S)"SIcm is not affccloo I~· 

the prt."$Cnce of mCIar.tatic cclls. en'u ,,"I~n they an:: in Ihe cortical 
sinu5 WÔ!!:. 6). 

ln ~lI m",:u)·, ÎmIÎlIm·b;,SrtI QDs present;"l': a n:duce\1 in r:il~ 

ami ;11 \;\<0 loxicity, ,u-e good tracrrs for SU'~ ;.< IR fluorescence 
mapl'ing in :1 mc~,s.:"ic .lltll;tl{"" bre"Sl C;mœr mode\. Furthcr 
impro\"crnclliS of su.f:.«· cllI'misu)' arc n<:\'cnhclcss " ."<) lIi .... d 10 
achK:\"C f;'Slcr hody dimiu, •• ion ofCu lnS.l/Z'IS QDs. 
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Détection du GS à l’aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

II. Détection du ganglion sentinelle à l’aide de 

nanoparticules de silice renfermant un fluorophore 

émettant dans le proche infrarouge 

A. Résumé 

Les précédents travaux du laboratoire se sont portés sur la visualisation du GS par 

imagerie de fluorescence à l’aide de Quantum Dots (QDs). La composition du cœur des QDs 

(cadmium ou indium) est un facteur influençant fortement leur toxicité. Bien que de récentes 

études démontrent la faible toxicité des QDs, les travaux doivent cependant être poursuivis 

sur le long terme afin de s’assurer de l’innocuité des QDs. Une alternative aux QDs serait 

l’utilisation de nanoparticules fluorescentes composées d’éléments non toxiques, comme le 

sont les nanoparticules de silice (NPSi). L’incorporation d’un fluorophore - la cyanine 7 - 

émettant dans le proche infrarouge rendrait ces NPSi utilisable dans le contexte clinique de 

repérage du GS.  
 

Le but de cette étude est de démontrer que les caractéristiques des NPSi sont 

compatibles avec leur utilisation dans la visualisation du GS par imagerie de fluorescence, de 

mettre en évidence l’intérêt de l’encapsulation covalente du fluorophore dans la matrice de 

silice, d’étudier la biodistribution des NPSi et de confirmer leur faible toxicité in vitro et 

in vivo. 
 

L’utilisation de NPSi hydrophiles permet tout d’abord de s’affranchir de l’utilisation 

de solvants toxiques nécessaires à la solubilisation de la cyanine 7 hydrophobe. La cyanine 7 

étant une petite molécule, elle diffuse rapidement dans les tissus, ce qui nuit à la bonne 

visualisation du GS. L’encapsulation du fluorophore dans la matrice de silice permet d’obtenir 

une taille (environ 30 nm) suffisante et compatible avec une bonne rétention dans le GS. 

Lorsque la cyanine 7 est liée de façon non covalente à la matrice de silice, elle peut en être 

libérée au cours du temps. La cyanine 7 adopte alors le même comportement que lorsqu’elle 

est injectée seule, avec une diffusion dans les tissus environnants et une certaine toxicité. Par 

des tests MTT, nous avons en effet démontré que la cyanine 7 seule ou liée de façon non 

covalente à la silice est toxique lorsqu’elle est mise en contact avec des fibroblastes. En 

revanche, lorsque la cyanine 7 est liée de façon covalente, aucune toxicité n’a pu être mise en 

évidence jusque 8 µg.mL-1 de cyanine 7. 
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Des différences de migration dans le ganglion axillaire droit (GAD) en fonction de la 

méthode de synthèse des NPSi ont été révélées et le lot de NPSi présentant la plus forte 

intensité de fluorescence et migrant dans le GAD le plus rapidement a été choisi pour les 

études ultérieures de biodistribution et de toxicité in vivo. L’étude de biodistribution par 

imagerie de fluorescence a montré que les NPSi se localisent préférentiellement au point 

d’injection, dans les ganglions lymphatiques régionaux droits, dans le foie et sont excrétées 

par la voie hépatobiliaire via les fèces. Dans un but clinique de biopsie du GS, le point 

d’injection et les ganglions lymphatiques seront retirés chirurgicalement et le foie serait alors 

le principal organe de stockage des NPSi. Les tests de toxicité in vivo ont donc été ciblés sur 

le foie. Aucune différence de masse relative du foie, de libération d’enzymes hépatiques 

(phosphatase alcaline) dans le plasma ou de morphologie des tissus n’ont pu être décelées 

entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les NPSi jusque 3 mois après 

l’injection. 

 

L’utilisation de NPSi renfermant de façon covalente la cyanine 7 (émission dans le 

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

ces nanoparticules ne semblent pas être toxiques à long terme (3 mois). 
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B. Matériels et méthodes 

1. Réactifs et solvants 

Le cresyl violet perchlorate, le TEOS et la cyanine 7 (IR-813, dont la formule 

chimique est donnée en Figure 24 proviennent de la société Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). 
 

N N

Cl

I  
Figure 24 : Formule chimique de la cyanine 7 

 

La rhodamine 6G et la rhodamine B viennent de chez Sigma (Saint-Louis, MO, USA). 

Le Pluronic® F127 et le (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) proviennent de Sigma-

Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). L’albumine sérique bovine (BSA), le méthanol LC-MS 

CHROMASOLV®, le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphényltétrazolium) 

et le Triton X-100 proviennent de la filiale France de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France).  

 

Le vert d’indocyanine vient de chez Acros Organics (Geel, Belgique), le 

carboxyethylsilanetriol (CEST) de chez Gelest (Maidstone, UK) et les billes de polystyrène de 

chez Bangs Laboratories (Fishers, In, USA). Le tampon phosphate (PBS), le pyruvate de 

sodium, la glutamine et la pénicilline - streptomycine proviennent de chez Gibco (Life 

Technologies, Cergy Pontoise, France). L’éthanol provient de VWR (Fontenay sous Bois, 

France), le diméthylsulfoxyde (DMSO) de chez Merck Chemicals (Darmstadt, Allemagne), le 

NaF de Alfa Aesar (Schiltigheim, France) et le kit SensoLyte® pNPP Alkaline Phosphatase 

Assay kit *Colorimetric* de la société Anaspec (Fremont, CA, USA). 

 

L’isoflurane (Forène®) vient de chez Abbott (Paris, France), la kétamine (Ketalar®) de 

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

(Puteaux, France). 
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2. Appareils de mesure 

L’absorbance des solutions a été déterminée avec un spectrophotomètre (Lambda 35, 

Perkin Elmer, Courtabœuf, France) ou avec un lecteur de microplaque (Multiskan Ascent, 

Thermo Labsystems, Courtabœuf, France) et les spectres de fluorescence avec un 

spectrofluorimètre (LS 55, Perkin Elmer, Courtabœuf, France). La sphère d’intégration 

(Labsphere RSA-PE-20) provient de Perkin Elmer (Courtabœuf, France). 

Les mesures de taille et de potentiel ζ ont été déterminées par DLS (pour Dynamic 

light scattering) à l’aide d’un Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, Worcestershire, 

Royaume-Uni). Le microscope électronique en transmission à 80 kV utilisé est le CM100 

(Philips/FEI Corporation, Eindhoven, Holland). 

3. Nanoparticules de silice 

i. Principe de la synthèse des NPSi 

La synthèse de ces NPSi est basée sur la 

formation directe de micelles de Pluronic® F127 dans 

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

d’un groupement hydrophobe poly(propylène) oxyde 

(PPO) sur lequel sont attachées deux chaînes de PEG 

hydrophiles (Figure 25), qui forme des micelles en 

conditions acides. 

 
Figure 25 : Structure moléculaire du 
Pluronic® F127 

Le TEOS est un précurseur apolaire de silice. En présence d’une solution micellaire, il 

diffuse et s’accumule spontanément dans le cœur hydrophobe, où les réactions d’hydrolyse et 

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

 
Figure 26 : Représentation de la synthèse des NPSi par l’intermédiaire du Pluronic® F127 [220] 

 

Le fluorophore choisi pour être encapsulé dans les NPSi est la cyanine 7 puisque ces 

propriétés d’absorption et d’émission se situent dans le proche infrarouge. De plus, ce 

fluorophore peut être fonctionnalisé facilement en conditions douces, ce qui permet de 

conserver ces caractéristiques spectrales et son rendement quantique de fluorescence. 
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Il existe deux façons de placer un fluorophore à l’intérieur des NPSi : par une 

encapsulation spontanée (liaison non covalente) ou en l’attachant de façon permanente 

(liaison covalente). 
 

Cyanine 7 liée de façon non covalente à la matrice de silice 

En ajoutant de la cyanine 7 au moment de la formation des micelles de 

Pluronic® F127, celle-ci, étant hautement hydrophobe, se retrouve piégée dans le cœur des 

micelles. Une étape de purification permet d’éliminer toutes les molécules de fluorophores qui 

n’ont pas été insérées dans la matrice de silice (Figure 27). 

Cy 7Cy 7

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

 

Afin d’ajouter des charges négatives aux NPSi, des groupements -COOH peuvent être 

greffés sur le Pluronic® F127 avant l’étape de formation des micelles. Dans les lots de NPSi 

utilisés, le pourcentage de surfactant modifié par des groupements carboxyliques varie de 

10 % à 40 % (Tableau 5). 
Tableau 5 : Variation du revêtement de surface des NPSi encapsulant la cyanine 7 de façon non covalente 

Lot de NPSi R289(1)DIA R289(2)DIA R289(3)DIA R289(3)DIA 

Pourcentage de -COOH 10 % 20 % 30 % 40 % 
 

Cyanine 7 liée de façon covalente à la matrice de silice 

Afin de limiter l’éventuelle libération du fluorophore encapsulé dans la matrice de 

silice et d’augmenter le pourcentage d’incorporation, la cyanine 7 a été liée de façon 

covalente à l’APTES. En introduisant un motif triethoxysilane sur le fluorophore, la molécule 

peut subir les processus d’hydrolyse et de co-condensation avec le TEOS pendant la 

formation de la nanoparticule, résultant en une liaison covalente entre le fluorophore et la 

matrice de silice (Figure 28). 

Cy 7 SilCy 7 Sil

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

 

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

surfactant modifié par des groupements carboxyliques variant de 15 à 60 %, et ont été appelé 

F21. 
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Tableau 6 : Différences de revêtement de surface des NPSi de la famille F21 

Lot de NPSi F21-1 F21-2 F21-3 F21-4 F21-5 

Pourcentage de -COOH 0 % 15 % 30 % 45 % 60 % 

 

Une autre méthode de synthèse a été utilisée afin d’apporter des charges négatives aux 

NPSi cov. 

A partir du lot F21-1 (contenant 0 % de groupements            

-COOH), le cœur de silice a subi une étape de passivation avec 

différentes quantités (de 0,05 % à 0,4 % par rapport à la quantité de 

précurseur de silice) de carboxyethylsilanetriol (CEST) chargés 

négativement. Cette famille de NPSI cov. a été nommée F25. 

O Si
OH

O
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Figure 29 : Formule du 
carboxyethylsilanetriol 

 
Tableau 7 : Différences de revêtement de surface des NPSi de la famille F25 

Lot de NPSi F25-2 F25-3 F25-4 F25-5 

Pourcentage de CEST 0,05 % 0,1 % 0,2 % 0,4 % 

 

ii. Synthèse chimique des NPSi 

Les nanoparticules de silice (NPSi) ont été synthétisées par le Dr. Enrico Rampazzo 

appartenant à l’équipe du Pr. Luca Prodi du département de chimie "G. Ciamician" de 

l’Université de Bologne (Italie). 

La synthèse des NPSi encapsulant la cyanine 7 de façon non covalente a été décrite 

récemment dans l’article de Rampazzo et al. [239]. La synthèse des NPSi dont la cyanine 7 est 

liée de façon covalente à la matrice de silice nécessite une étape supplémentaire de 

fonctionnalisation du fluorophore avec un dérivé de silicium (APTES). 

La famille F21 a été synthétisée à partir de solutions contenant différents pourcentages 

de Pluronic® F127 - COOH (Tableau 6). La famille F25 a été synthétisée à partir du lot F21-1 

(contenant 0 % de groupements -COOH) et avec des quantités variables de CEST (Tableau 7). 

Avant toute utilisation, les NPSi ont été dialysées et la concentration en NPSi a été déterminée 

par la mesure de la diffusion statique de la lumière [240], permettant ainsi de déterminer leur 

coefficient d’absorption. La concentration en cyanine 7 dans les NPSi a ainsi pu être calculée 

en supposant que l’inclusion dans la matrice de silice ne modifie pas le coefficient 

d’absorption de la cyanine 7. 
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4. Caractérisation de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

i. Caractérisation photophysique 

Les spectres d’absorbance et d’émission de fluorescence (excitation fixée à 760 nm) 

des NPSi ont été écrits après dilution en méthanol pour la cyanine 7 et en PBS pour les NPSi. 

 

Le rendement quantique de fluorescence des NPSi a été mesuré par les chimistes à 

l’aide des spectres de fluorescence (absorbance < 0,1 sur l’ensemble du spectre) selon 

l’équation suivante : 

 
Équation 1 : Formule utilisé pour le calcul du rendement quantique de fluorescence des NPSi 
avec ST et X indiquant le standard et le test, respectivement, Ф, le rendement quantique de fluorescence, F, l’aire 
intégrée sous le spectre de fluorescence modifié et n, l’indice de réfraction du solvant. 

 

Les standards utilisés sont la rhodamine 6G en éthanol (Ф = 0,53), la rhodamine B en 

éthanol (Ф = 0,49), le cresyl violet perchlorate en méthanol (Ф = 0,54) et le vert 

d’indocyanine en DMSO (Ф = 0,13). 

ii. Taille 

Le diamètre hydrodynamique des NPSi a été établi par la technique de diffusion 

dynamique de la lumière (DLS) grâce à une diode laser à 633 nm. Les échantillons sont dilués 

dans du PBS (pH = 7,4) puis placés dans des cuvettes en quartz dont le trajet optique est de 

1 cm. Le caractère monodisperse des NPSi est donné par l’indice de polydispersité (PdI). 

La taille géométrique du cœur des NPSi a été déterminée par microscopie électronique 

à transmission (MET) à 80 kV. Une solution de NPSi (0,40 µM) est déposée sur une grille de 

cuivre conventionnelle recouverte d’un film de carbone fin. La taille des NPSi est obtenue en 

analysant les images comprenant plusieurs centaines de nanoparticules. Les valeurs de taille 

obtenues par MET sont toujours inférieures à celles obtenues par DLS puisque la technique 

MET ne permet d’observer que le cœur de silice : les chaînes de PEG du Pluronic® F127 ne 

peuvent pas être détectées par contraste. 

iii. Potentiel zêta 

Le potentiel zêta (ζ) des différents lots de NPSi a été déterminé grâce au Zetasizer 

NanoZS. Tous les échantillons ont été placés dans les conditions suivantes : [NPSi] = 2 µM, 

[PBS] = 1 mM, [KCl] = 1 mM, pH = 7,0. 
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5. Stabilité in vitro de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

Afin de vérifier la stabilité in vitro des nanoparticules de silice dans un environnement 

proche de celui retrouvé in vivo, les nanoparticules de silice ont été incubées à l’obscurité 

pendant 7 jours à 37°C dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de protéines (BSA).  

Des spectres d’émission de fluorescence sont réalisés avec un spectrofluorimètre après 

différents temps d’incubation (1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 1 j, 2 j, 3 j, 4 j et 7 j) et 50 µL de Triton X-

100 dilué 10 fois (masse : masse) dans de l’eau distillé sont ajoutés après la mesure de chaque 

spectre afin de vérifier l’état d’agrégation des nanoparticules.  

6. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire MRC-5, fibroblastes dérivant d’un poumon humain sain, a été 

cultivée dans du milieu MEM complété avec 9 % de sérum de veau fœtal inactivé, 1 mM de 

pyruvate de sodium, 2 mM de glutamine et 1 % de pénicilline (10 000 UI) - streptomycine 

(10 000 µg.mL-1). Les cellules ont été cultivées en monocouche dans un incubateur humide à 

37°C contenant 5 % de CO2 et ont été repiquées une fois par semaine lorsque le taux de 

confluence atteignait 80 %. 

7. Tests de toxicité cellulaire 

i. Viabilité cellulaire 

L’effet des NPSi sur la viabilité des cellules MRC-5 a été évalué grâce au test 

MTT [241]. Brièvement, les cellules MRC-5 sont cultivées en plaque 96 puits pendant 24 h puis 

le milieu de culture est remplacé par 200 µL d’une suspension de NPSi dont la concentration 

varie de 0 à 1 µM. Après 24 h d’incubation, les cellules sont lavées et 50 µL de MTT à 

2 mg.mL-1 sont ajoutés à chaque puits. Les cristaux de formazan se forment pendant 

l’incubation de 3 h à 37 °C puis ils sont solubilisés par l’ajout de DMSO. La densité optique à 

540 nm de chaque puits est mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaque et les résultats sont 

exprimés selon la concentration de nanoparticules induisant 50 % de mort cellulaire (IC50) par 

rapport aux cellules non traitées. 

ii. Hémolyse 

Le test d’hémolyse permet de mettre en évidence les interactions des nanoparticules 

avec les membranes cellulaires et il est actuellement utilisé comme un test standard de 

biocompatibilité [242-244].  
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La déstabilisation de la membrane des globules rouges (GR) est facilement 

visualisable par la libération de l’hémoglobine dans le milieu. Avant le sacrifice d’une souris 

saine, le sang total est prélevé par une ponction intracardiaque dans un tube stabilisé avec de 

l’EDTA. Les GR sont lavés puis mis en contact avec du PBS (témoin -), de l’eau distillée 

(témoin +) ou différentes concentrations de nanoparticules (de 5 nM à 1 µM). Les solutions 

sont ensuite incubées 2 h à 37°C avant centrifugation. Les spectres d’absorbance du 

surnageant sont mesurés à l’aide d’un spectrophotomètre et le pourcentage d’hémolyse de 

chaque échantillon est calculé à partir de l’absorbance à 541 nm, selon l’équation suivante : 

 
Équation 2 : Calcul du pourcentage d’hémolyse de chaque échantillon 
A indique l’absorbance des solutions à 541 nm, S l’échantillon, T- le témoin négatif et T+ le témoin positif. 

8. Expérimentation animale 

Des souris Balb/cOlaAnN (Harlan, Gannat, France) âgées de 10 semaines sont 

maintenues dans un cycle jour/nuit de 12 h et ont eu accès à la nourriture et à l’eau ad libitum. 

Une nourriture spéciale purifiée et dépourvue d’éléments fluorescents (TD 94045, Harlan 

Teklad, Madison, WI, USA) a été utilisée pour réduire l’autofluorescence des tissus dans le 

proche infrarouge. Les animaux ont été manipulés avec soin en accord avec les instructions 

nationales vis-à-vis de l’expérimentation animale. Toutes les expériences ont été réalisées 

sous anesthésie gazeuse à l’isoflurane à l’aide de l’Univentor 400® (Genestil, Royaucourt, 

France) ou suite à une injection intrapéritonéale d’une solution de kétamine (90 mg.kg-1 

masse corporelle de souris) / xylazine (9 mg.kg-1 masse corporelle de souris). 

9. Imagerie de fluorescence proche infrarouge 

i. Modification du système d’imagerie de fluorescence proche infrarouge Fluobeam™ 

L’imagerie optique in vivo des nanoparticules de silice a été réalisée en modifiant 

l’imageur de fluorescence Fluobeam™ 700 (Fluoptics, Grenoble, France). Ce système doté 

une seule longueur d’onde d’excitation (laser à 690 nm) et d’un filtre d’émission passe-haut à 

750 nm n’est pas idéal pour l’excitation des nanoparticules de silice, dont le pic d’excitation 

se situe au-delà de 750 nm.  

Une diode laser à 739 nm (Biolitec AG, Jena, Allemagne) a été utilisée pour une 

meilleure excitation des nanoparticules et des filtres à l’émission ont été ajoutés afin 

d’empêcher le recueil de la longueur d’onde d’excitation (Figure 30).  
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La puissance de la diode a été fixée à 100 mW, ce qui correspond à une puissance à la 

surface de l’échantillon, à 15 cm de la fibre, d’environ 3,5 mW. 

 

Diode laser
739 nm

Camera CCD 
du Fluobeam™

Ordinateur

Filtres

Diode laser
739 nm

Camera CCD 
du Fluobeam™

Ordinateur

Filtres

 
Figure 30 : Schéma du système d'imagerie in vivo de fluorescence proche infrarouge modifié 
 

ii. Etude de biodistribution sur souris saines par imagerie de fluorescence 

Les souris ont reçu une injection sous-cutanée dans la patte antérieure droite de 20 µL 

de PBS (témoin) ou de 20 µL d’une solution de nanoparticules à 15 µM (groupes 

expérimentaux). La patte a ensuite été massée afin de faciliter la capture des nanoparticules 

par le système lymphatique et leur migration jusqu’aux ganglions. La région axillaire des 

souris a été dépilée avec une crème dépilatoire commerciale afin de limiter l’autofluorescence 

de la zone d’intérêt due aux poils. 

La caméra CCD du Fluobeam™ ajustant l’intensité de fluorescence de l’image entière 

sur le pixel le plus brillant, le point d’injection a été masqué pour permettre une meilleure 

visualisation de la région d’intérêt pour les images in vivo. Après sacrifice par dislocation 

cervicale, les organes ont été disséqués puis visualisés ex vivo par le système d’imagerie de 

fluorescence infrarouge modifié décrit précédemment. Les souris ont été hébergées dans des 

cages à métabolisme, afin de recueillir et d’imager les excrétions quotidiennement. 

iii. Traitement des images  

La réponse de la caméra étant linéaire en fonction du temps d’exposition, les images 

ont été prises à des temps d’exposition permettant la meilleure visualisation des organes 

d’intérêt possible sans saturation du signal. Les images ont ensuite été analysées à l’aide du 

logiciel ImageJ 1.44 (NIH, USA).  

Les différentes étapes de traitement des images permettant d’obtenir des valeurs 

chiffrées de fluorescence sont décrites ci-après. L’image du bruit de fond est tout d’abord 

soustraite à l’image d’intérêt puis un filtrage médian permet de supprimer certains pixels 

bruitant l’image.  
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Une étape de seuillage par la méthode MaxEntropy conduit à la délimitation de 

l’organe d’intérêt puis la moyenne de l’intensité de chaque pixel de la zone d’intérêt est 

mesurée. Afin de comparer les images d’un même organe entre elles, cette valeur de 

fluorescence est divisée par le temps d’exposition de l’image. La fonction « lookup 

table 16 colors» du logiciel ImageJ a permis de convertir l’image en niveaux de gris du 

Fluobeam™ en une image présentant un dégradé de couleur en fonction de l’intensité de 

fluorescence des pixels. Cette représentation facilite la lecture et l’analyse des images. 

10. Détermination des propriétés optiques des tissus murins 

L’imagerie de fluorescence en deux dimensions n’est pas quantitative puisque la 

présence de molécules absorbantes et diffusantes dans les tissus provoque une atténuation du 

signal de fluorescence obtenu en surface. La quantité de nanoparticules dans un organe ne 

peut donc pas être déterminée à partir de l’intensité de fluorescence observée en surface de 

l’organe d’intérêt. Les différences de propriétés optiques entre deux organes sont liées à leurs 

variations de composition, de structure et de fonctionnement. Les deux paramètres majeurs 

régissant l’atténuation de la lumière dans les tissus sont l’absorption et la diffusion.  

L’absorption d’un photon par une molécule est possible lorsque son énergie 

correspond à une transition d’énergie électronique ou vibrationnelle de cette molécule. 

L’énergie du photon absorbé peut être réémise sous forme d’un photon de fluorescence, être 

transformée en chaleur ou servir à la conversion de la molécule dans un état triplet. La 

variation d’intensité d’un faisceau lumineux dans un milieu absorbant non diffusant est 

donnée par l’expression suivante : 
 
-µa dx, avec µa le coefficient d’absorption, qui 

représente la probabilité qu’un photon soit absorbé par unité de longueur de chemin dx et dI, 

l’intensité du faisceau collimaté. De cette équation, découle la loi de Beer-Lambert qui décrit 

l’atténuation de flux lumineux dans un milieu absorbant d’épaisseur x : I(x) = I0 exp(-µax), où 

I(x) est l’intensité transmise et I0, l’intensité incidente. 

La diffusion de la lumière se produit lorsqu’une onde électromagnétique interagit avec 

une particule d’indice de réfraction différent de celui du milieu environnant. La particule se 

comporte alors comme une source de lumière secondaire avec une distribution angulaire 

d’intensité qui lui est propre, et qui dépend de la taille de la particule et de la longueur d’onde 

d’illumination. Dans un milieu diffusant non absorbant, l’intensité de la lumière diffusée varie 

avec l’épaisseur de tissu traversé selon l’équation : 
 
-µs dx où µs représente le coefficient 

de diffusion.  
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Le facteur d’anisotropie g est défini comme le cosinus de l’angle moyen de diffusion. 

A partir de µs et g, le coefficient de diffusion réduit µ’s est déterminé par l’équation :            

µ’s = µs (1 - g). L’atténuation globale de la lumière dans un milieu diffusant et absorbant est 

caractérisée par le coefficient d’extinction µeff, qui se calcule selon l’équation suivante : 

. Dans le proche infrarouge, le coefficient de diffusion étant très grand devant 

le coefficient d’absorption, l’équation devient : . 

Afin de déterminer l’importance de la diffusion et de l’absorption de la lumière en 

fonction des organes, les coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s), d’extinction 

effectif (µeff) de la lumière et le coefficient d’anisotropie (g) ont été calculés sur les organes 

(foie et reins) de souris saines (n = 10) à deux longueurs d’onde : 740 nm, qui correspond à la 

longueur d’onde d’excitation des NPSi et 840 nm qui représente la longueur d’onde 

d’émission de fluorescence. 

i. Mesure de la transmission collimatée, la transmittance et la réflectance 

La transmission balistique ou collimatée correspond au pourcentage d’intensité 

lumineuse traversant un échantillon sans être diffusée ou absorbée. La transmittance 

correspond à la quantité de lumière transmise par (c’est-à-dire passant au travers) 

l’échantillon, normalisée par l’énergie incidente. La réflectance correspond à la quantité de 

lumière réfléchie par l’échantillon, normalisée par la quantité d’énergie du faisceau entrant. 

Ces trois caractéristiques d’un échantillon sont mesurées à l’aide d’un 

spectrophotomètre, muni, pour les mesures de la réflectance et de la transmittance, d’une 

sphère d’intégration de diamètre 50 mm (Figure 31). 

 
Figure 31 : Schéma optique de la sphère d'intégration, vue du dessus 
Le trajet optique de la lumière incidente est matérialisé par les flèches, le port d’entrée de la sphère est appelé 
port de transmittance, le port de sortie, port de réflectance et les miroirs sont précisés en M. L’intérieur de la 
sphère qui contient les détecteurs est constitué de Spectralon, un matériau garantissant une réflectivité de 99 %. 
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Les valeurs de transmission collimatée (MA), de transmittance (MT) et de réflectance 

(MR) pour un échantillon se calculent avec les équations suivantes, grâce au schéma de 

mesures précisé dans la Figure 32 : 

               
Équations 3, 4 et 5 : Formules utilisées pour le calcul de la transmission collimatée (MA), de la 
transmittance (MT) et de la réflectance (MR) d’un échantillon 

 

Transmission 
collimatée

Transmittance

Réflectance

Blanc Echantillon Noir

Transmission 
collimatée

Transmittance

Réflectance

Blanc Echantillon Noir

 
Figure 32 : Schéma des différents trajets optiques utilisés pour la mesure de la transmission collimatée, de 
la transmittance et de la réflectance, vue du dessus 
Le blanc correspond à la mesure du bruit de l’appareil sans échantillon et le noir, à la mesure lorsque le faisceau 
lumineux incident (en jaune) est bloqué. 

 

ii. Algorithme IAD 

L’algorithme Inverse Adding Doubling (IAD) permet de calculer les propriétés 

optiques d’un échantillon telles que le coefficient d’absorption µa, le coefficient de diffusion 

réduit µ’s et le facteur d’anisotropie g à partir de la mesure de la transmission collimatée, de la 

transmittance et de la réflectance [245,246]. Le coefficient d’extinction effectif µeff a été calculé 

selon la formule suivante :  

Cette méthode a été préalablement validée avec des billes de polystyrène en 

comparant les résultats obtenus en appliquant la méthode IAD avec ceux obtenus avec un 

calculateur de Mie [247]. La faisabilité de la méthode sur des tissus a ensuite été vérifiée à 

l’aide de fantômes de tissus mammaires dont les propriétés optiques sont connues [248]. 

11. Extraction chimique de la cyanine 7 

Après dissection, les organes et excrétions des souris (point d’injection, GAD, foie et 

fèces) ont subi une extraction chimique afin de libérer leur contenu en cyanine 7 et de le doser 

par spectrofluorimétrie. Pour cela, 10 µL.mg-1 de tissu d’une solution d’extraction 

(EtOH:DMSO:acide acétique 80:20:1) et 2 µL de NaF à 36 mg.mL-1 ont été ajoutés aux 

organes. L’échantillon a ensuite été broyé mécaniquement puis soniqué 15 min.  
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Après une centrifugation de 5 min à 12 000 g, la fluorescence du surnageant a été 

mesurée à l’aide d’un spectrofluorimètre. La concentration en Cy7 des échantillons a été 

déterminée à l’aide d’une droite étalon. Les organes de souris non injectées ont été mis en 

présence de concentrations connues de NPSi cov. et ont subi le même protocole d’extraction 

que les échantillons. Les droites représentant la fluorescence du surnageant en fonction de la 

concentration en NPSi ont été tracées pour chaque organe et ont permis de déterminer la 

concentration en NPSi des organes des souris à différents temps après injection de NPSi.  

12. Toxicité in vivo 

Le foie est impliqué dans de nombreux processus physiologiques vitaux (métabolisme 

des lipides, des glucides, des protéines, épuration, stockage, …) et un dysfonctionnement de 

cet organe peut être néfaste à l’organisme entier.  

Le foie étant l’organe principal de stockage des nanoparticules, l’étude de la toxicité in 

vivo se porte essentiellement sur cet organe. 

i. Masse corporelle et rapport de masse 

La masse corporelle des animaux des deux groupes expérimentaux (souris « témoin » 

et injectées avec 300 pmol de NPSi) a été suivie tous les jours. Après sacrifice, les organes ont 

été immédiatement pesés. Le rapport de la masse du foie frais sur la masse corporelle (masse 

relative du foie) a été calculé dans le but d’évaluer la toxicité hépatique des nanoparticules. 

ii. Coupes histologiques de foie 

Après sacrifice des souris, les foies ont été fixés pendant une nuit dans de l’AFA 

(alcool formolé acétique) puis inclus en paraffine. Des coupes de 5 µm ont été réalisées puis 

colorées par HES (Hématoxyline Eosine Safran). Les lames ont ensuite été lues par le 

Dr. D’Hallewin à la recherche de changements morphologiques entre les foies des souris 

« témoin » et ceux des souris ayant reçu une injection de nanoparticules. 

iii. Enzymes hépatiques 

Certaines enzymes hépatiques sont libérées dans le sang en cas de dommages 

hépatiques et sont donc de bons indicateurs de toxicité hépatique. La famille des phosphatases 

alcalines (PAL) reflète en particulier une réduction pathologique du flux de bile. La quantité 

de PAL dans le sérum est déterminée par la quantité de substrat (p-nitrophenyl phosphate, 

pNPP) déphosphorylé en p-nitrophénol (pNP).  
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Après déphosphorylation et en condition basique, ce produit prend une couleur jaune 

qui peut être détectée par la mesure spectrophotométrique de l’absorbance à 405 nm. 

L’intensité de la coloration est donc proportionnelle à l’activité phosphatase du sérum. 

Avant sacrifice, le sang total des souris est prélevé par ponction intracardiaque dans un 

tube collecteur BD Vacutainer® SST™ II Advance avec séparateur acrylique de sérum (Becton 

Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France) permettant une séparation efficace du sérum et des 

cellules sanguines. La quantité de PAL dans le sérum est mesurée grâce au kit commercial 

SensoLyte®, conformément aux instructions fournies. Brièvement, une droite étalon 

représentant l’absorbance à 405 nm en fonction de la quantité d’enzyme a été établie à partir 

d’une solution de phosphatase alcaline de concentrations connues et variables. Les 

échantillons ayant subi le même traitement que la gamme étalon, leur absorbance à 405 nm a 

été reportée sur la courbe afin de connaître la quantité d’enzymes présentes dans le sérum.  

13. Analyses statistiques 

Les moyennes, les valeurs d’erreur standard à la moyenne (ESM) et les coefficients de 

détermination ont été calculés par le logiciel Excel (Microsoft Excel, Microsoft Corporation, 

Redmont, WA, USA). La significativité entre les groupes a été calculée avec le logiciel 

StatView (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) et une valeur de p < 0,05 a été considérée 

comme statistiquement significative. 
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C. Résultats  

1. Caractérisation de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

Les NPSi ont tout d’abord été caractérisées par leurs spectres d’absorption et 

d’émission de fluorescence. La cyanine 7 étant un fluorophore hydrophobe, ses spectres ne 

peuvent être obtenus que dans une solution apolaire telle que le méthanol (Figure 33 A). En 

revanche, les spectres des NPSi hydrophiles ont été mesurés dans un tampon phosphate 

(Figure 33 B et C). 
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Figure 33 : Spectres d’absorbance et d’émission de fluorescence normalisés caractéristiques des traceurs 
fluorescents utilisés 
Les spectres d'absorbance sont représentés en noir et les spectres d’émission de fluorescence en rouge.  
A. Cyanine 7 en méthanol. 
B. Nanoparticules de silice avec la cyanine 7 liée de façon non covalente en PBS. 
C. Nanoparticules de silice avec la cyanine 7 liée de façon covalente en PBS. 
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Les spectres d’absorbance et d’émission de fluorescence sont différents lorsque la 

cyanine 7 est intégrée dans les NPSi ou non. La différence de longueur d’onde du pic 

d’absorbance entre la cyanine 7 seule (815 nm) et intégrée dans les NPSi (830 nm) s’explique 

par la différence de polarité du solvant utilisé pour la mesure (méthanol pour la cyanine 7 

seule et tampon phosphate pour les NPSi).  

Dans un milieu aqueux, la fluorescence de la cyanine 7 s’éteint complètement           

(Figure 34 B, courbe noire), ce qui laisse supposer son agrégation. Lorsque la cyanine 7 est 

encapsulée dans une NPSi, elle émet de la fluorescence en milieu aqueux (Figure 33 B et C) 

L’encapsulation de la cyanine 7 permet donc de la rendre hydrophile. Ce fluorophore peut 

ainsi être utilisé dans les milieux biologiques en évitant l’utilisation de solvants nocifs. En 

présence de protéines (Figure 34, courbes vertes), la cyanine 7 retrouve des spectres 

d’absorbance et d’émission de fluorescence caractéristiques, avec un déplacement 

bathochromique de l’absorbance. Ce décalage du pic d’absorption vers les grandes longueurs 

d’onde est typique d’une modification de l’environnement de la cyanine 7, à savoir un 

changement de solvant et une possible liaison de la cyanine 7 avec la BSA. 
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Figure 34 : Spectres de la cyanine 7 dans différents solvants 
Spectres d'absorbance (A) et d’émission de fluorescence (B) de la cyanine 7 dans du PBS (courbes noires) ou 
dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de BSA (courbes vertes). 

 

Les concentrations de cyanine 7 dans les solutions de NPSi à 15 µM ont été 

déterminées à 0,173 mg Cy7.mL-1, 0,20 mg Cy7.mL-1 et 0,120 mg Cy7.mL-1 pour la 

cyanine 7 liée de façon non covalente, les familles F21 et F25, respectivement. D’autres 

caractéristiques, telles que le coefficient d’extinction molaire, le rendement quantique de 

fluorescence, la taille du cœur des NPSi (Figure 35 A, C et D), le diamètre hydrodynamique 

(Figure 35 B) et le potentiel ζ ont été mesurées afin de comparer les lots de NPSi. Les 

résultats sont donnés dans les Tableau 8, Tableau 9, Tableau 10. Etant donné la faible 

sensibilité de l’instrumentation utilisée pour la mesure du rendement quantique de 

fluorescence dans le proche infrarouge, une erreur d’environ 20 % est possible et les résultats 

obtenus doivent être considérés avec prudence. 
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Figure 35 : Taille des NPSi par MET et DLS 
Analyse de la taille de l’échantillon R289(4)DIA par MET (A) et par DLS (B), analyses MET et images 
représentatives des échantillons F21-2 (C) et F25-2 (D), insert : images représentatives, échelle 100 nm. 

 

Tableau 8 : Caractéristiques de la cyanine 7 et des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon non covalente 

Echantillon %COOH [Cy7]a εb λabs
c λem

c SSd QYe DC
f DH

g  
Cyanine 7 - - 1,3.105 815 840 25 0,03 - - 

R289(1)DIA 10 28 
R289(2)DIA 20 28 
R289(3)DIA 30 29 
R289(4)DIA 40 

0,173 2 –  
2,5.105 830 841 11 0,11 10 ± 1,0 

32 
a mg Cy7.mL-1 ; b coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; c nm, d Stokes shift, nm ; e rendement quantique de 
fluorescence ; f taille du cœur (MET), nm ; g diamètre hydrodynamique (DLS), nm. 
 

Tableau 9 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente de la famille F21 

NPSi % 
COOH 

Potentiel ζa [Cy7]
b εc λabs

d λem
d SSe QYf DC

g DH
h 

(PdI)i 
F21-1 0 -4,9 ± 2,0 8 300 0,025 10 ± 2,0 30 (0,30) 
F21-2 15 -6,5 ± 1,1 8 000 0,030 10 ± 2,0 33 (0,18) 
F21-3 30 -7,0 ± 1,9 6 700 0,025 11 ± 2,5 39 (0,17) 
F21-4 45 -8,8 ± 2,0 

0,20 

6 100 

830 847 17 

0,020 NDj 68 (0,12) 
a mV ; b mg Cy7.mL-1 ; c coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; d nm, e Stokes shift, nm ; f rendement 
quantique de fluorescence ; g taille du cœur (MET), nm ; h diamètre hydrodynamique (DLS), nm ; i indice de 
polydispersité ;  j non déterminé. 
 

Tableau 10 : Caractéristiques des NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente de la famille F25 

NPSi % 
CEST Potentiel ζa [Cy7]

b εc λabs
d λem

d SSe QYf DC
g DH

h 

(PdI)i 
F25-2 0,05 -7,8 ± 0,8 12 000 0,03 12 ± 2,3 37 (0,16) 
F25-3 0,10 -10,8 ± 0,6 12 000 0,03 12 ± 2,3 32 (0,21) 
F25-4 0,20 -14,3 ± 0,8 

0,12 
13 300

830 847 17 
0,04 11 ± 3,7 45 (0,37) 

a mV ; b mg Cy7.mL-1 ; c coefficient d’extinction molaire, M-1.cm-1 ; d nm, e Stokes shift, nm ; f rendement 
quantique de fluorescence ; g taille du cœur (MET), nm ; h diamètre hydrodynamique (DLS), nm ; i indice de 
polydispersité. 
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La taille géométrique du cœur des NPSi ne varie pas, quels que soient la méthode 

d’encapsulation de la cyanine 7 ou les procédés de synthèse, avec une valeur proche de 

11 nm. Le diamètre hydrodynamique des NPSi, déterminé par DLS, augmente avec le nombre 

de groupements –COOH et CEST et varie de 28 nm à 68 nm. Les lots de NPSi synthétisés 

sont tous relativement homogènes, avec un indice de polydispersité proche de 0 (PdI max à 

0,37) (Tableau 8, Tableau 9 et Tableau 10).  

En l’absence de groupements -COOH, le potentiel ζ du lot F21-1 est plus élevé que 

celui des autres lots de la famille F21. En augmentant le pourcentage de groupements -COOH 

à la surface des NPSI, le potentiel ζ des NPSi diminue légèrement, passant de -6,5 mV à             

-8,8 mV quand le pourcentage de -COOH augmente de 15 % à 45 %. Cependant, les mesures 

de potentiel ζ indiquent la présence de 2 populations de NPSi (résultats non montrés) : une 

population avec un potentiel ζ très négatif, semblable à celui obtenu avec les nanoparticules 

de silice « nues » et une population avec un potentiel ζ moins négatif (résultats du Tableau 9). 

En augmentant le pourcentage de groupements CEST introduits pendant la synthèse des NPSi, 

la valeur du potentiel ζ diminue (ζ ≈ -8 mV et - 14 mV avec 0,05 % et 0,2 % de CEST 

respectivement) et une seule population est enregistrée. D’après ces mesures de potentiel ζ, il 

semblerait donc que les NPSi de la famille F25 soient plus stables d’un point de vue colloïdal 

que les NPSi de la famille F21. 

 

2. Stabilité in vitro de la cyanine 7 et des nanoparticules de silice 

 

La stabilité de la cyanine 7 et des NPSi a été testée in vitro par la mesure de 

l’absorbance et l’émission de fluorescence de la cyanine 7 et des NPSi pendant 7 jours suite à 

une incubation à 37°C dans du PBS ou dans du PBS contenant 2 mg.mL-1 de protéines. 

i. Stabilité in vitro de la cyanine 7 

Le suivi au cours du temps de l’absorbance de la cyanine 7 dans du tampon contenant 

des protéines ne montre pas de grandes variations (Figure 36 A). L’émission de fluorescence 

de la cyanine 7 augmente au cours du temps, ce qui laisse supposer un meilleur rendement 

quantique et une possible désagrégation progressive de la cyanine 7 au cours du temps en 

présence de protéines (Figure 36 B). 
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Figure 36 : Suivi du comportement de la cyanine 7 seule dans du PBS contenant des protéines (BSA) 
pendant 7 jours 
Les spectres d'absorbance sont représentés en A et les spectres d'émission de fluorescence en B. 
 

ii. Stabilité in vitro des nanoparticules de silice avec cyanine 7 non covalente 

L’émission de fluorescence des NPSi dont la cyanine 7 n’est pas liée de façon 

covalente dans du PBS diminue au cours du temps (Figure 37 B, courbe noire), dans les 

mêmes proportions que la diminution de l’absorbance (données non présentées).  

En revanche, en présence de protéines, la diminution de fluorescence est moins 

prononcée (Figure 37 A et B courbe rouge) et le pic d’émission de fluorescence est décalé 

vers les faibles longueurs d’onde (effet hypsochrome) (Figure 37 A). 
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Figure 37 : Suivi de l'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 liée de façon non covalente 
pendant 7 jours 
A. Spectres d’émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS contenant des 
protéines au cours du temps.  
B. Variation de l’intensité du pic de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS seul (noir) 
ou contenant des protéines (rouge) au cours du temps. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3. 
 

Ces résultats permettent de poser l’hypothèse suivante : la cyanine 7, n’étant pas liée 

de façon covalente à la matrice de silice, est libérée dans le milieu au cours du temps et 

s’agrègent dans le PBS (d’où la diminution de fluorescence observée). En présence de 

protéines, la cyanine 7 peut s’adsorber sur l’albumine, ce qui limite la perte de fluorescence et 

provoque un décalage du pic d’émission de fluorescence. 
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iii. Stabilité in vitro des nanoparticules de silice avec cyanine 7 covalente 

La fluorescence de la cyanine 7 liée de façon covalente à la silice (lot F25-4) diminue 

progressivement au cours du temps, avec une baisse réduite en présence de protéines            

(Figure 38). Après 7 jours d’incubation dans un milieu contenant des protéines, la 

fluorescence des NPSi est réduite d’environ 40 % par rapport à leur intensité de fluorescence 

initiale. 
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Figure 38 : Suivi de l'émission de fluorescence des NPSi avec cyanine liée de façon covalente pendant 
7 jours 
A. Spectres d’émission de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 non covalente dans du PBS au cours du temps. 
B. Variation de l’intensité du pic de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 covalente dans du PBS seul (noir) ou 
contenant des protéines (rouge) au cours du temps 

 

Aucun effet hypsochrome n’est observé dans ce cas (Figure 38 A), à la différence des 

NPSi dont la cyanine 7 liée de façon non covalente, ce qui laisse supposer que la cyanine 7 

n’est pas libérée de la matrice de silice et ne s’adsorbe pas à la BSA. La diminution de la 

fluorescence dans le PBS seul peut être expliquée par l’agrégation des NPSi, puisque la 

fluorescence peut être partiellement restaurée par l’ajout de détergent (résultats non montrés). 

En présence de protéines, le détergent ne modifie pas l’intensité de fluorescence des NPSi 

(résultats non montrés), ce qui laisse supposer un phénomène de photoblanchiment ou de 

dégradation des nanoparticules. 

3. Tests de toxicité cellulaire de la cyanine 7 et des nanoparticules 

de silice 

i. Test de viabilité cellulaire 

Les fibroblastes humains MRC-5 ont été exposés à des concentrations croissantes de 

cyanine 7 seule ou encapsulée de façon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA) dans 

des NPSi et la viabilité cellulaire a été mesurée par l’activité mitochondriale des cellules 

MRC-5 (test MTT).  
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Résultats 

Les concentrations de nanoparticules ont été exprimées par rapport à leur 

concentration en cyanine 7 et la toxicité a été calculée selon la concentration de cyanine 7 

induisant 50 % de mort cellulaire (IC50).  
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Figure 39 : Viabilité des cellules MRC-5 suite à une exposition de 24 h à des concentrations croissantes de 
traceurs fluorescents 
Les fibroblastes ont été exposés à des concentrations croissantes de cyanine 7 libre (noir), liée de façon covalente 
(bleu) ou non (rouge) aux NPSi. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3. 

 

Après 24 h de contact, l’IC50 de la cyanine 7 libre sur les fibroblastes MRC-5 est de 

4,0 µg.mL-1. Elle est d’environ 5,4 µg cy7.mL-1 lorsque la cyanine 7 est liée de façon non 

covalente à la matrice de silice et elle est supérieure à 8,0 µg cy7.mL-1 lorsque la cyanine 7 y 

est liée de façon covalente (Figure 39). La cyanine 7 est donc toxique pour les cellules 

fibroblastiques aux concentrations testées et l’encapsulation dans la matrice de silice permet 

de limiter cette toxicité. La cyanine 7 étant libérée dans le milieu lorsqu’elle est liée de façon 

non covalente à la silice, sa toxicité sur les cellules MRC-5 est proche de celle obtenue avec la 

cyanine 7 libre. En revanche, la toxicité de la cyanine 7 est totalement abolie lorsqu’elle est 

liée de façon covalente à la matrice de silice. Ces résultats permettent de confirmer 

l’hypothèse selon laquelle la cyanine 7 n’est pas libérée par la matrice de silice lorsqu’elle y 

est liée de façon covalente. 

D’après la Figure 39, il semblerait qu’une faible concentration de cyanine 7 soit 

responsable d’une stimulation de la croissance cellulaire. Ce phénomène de stimulation de la 

croissance cellulaire à faible dose et de mort cellulaire à forte dose porte le nom d’hormèse. 

L’hormèse est un phénomène connu mais peu caractérisé. Les mécanismes sous-jacents 

seraient liés à un stress de bas niveau engendré par l’exposition à de faibles doses de produits 

toxiques, responsable de l’augmentation des défenses antioxydantes intracellulaires et donc de 

l’augmentation de la croissance cellulaire [249]. 
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ii. Interaction de la cyanine 7 et des NPSi avec la membrane cellulaire 

Le test d’hémolyse est un test de référence pour étudier les interactions entre les 

nanoparticules et la membrane cellulaire [242-244]. Les dommages sur la membrane 

cytoplasmique des GR sont visibles très facilement par la libération de l’hémoglobine après 

2 h d’incubation à 37 °C. Les GR ont donc été mis en présence de concentrations croissantes 

de cyanine 7 seule ou encapsulée de façon covalente (lot F25-4) ou non (lot R289(4)DIA) 

dans des NPSi. L’oxyhémoglobine possède deux pics d’absorbance spécifiques à 541 nm et 

578 nm (Figure 40 A). La quantification du pourcentage d’hémolyse de chaque échantillon 

s’effectue à partir du pic à 541 nm, le maximum d’hémolyse étant obtenu avec l’eau 

(témoin +). En présence de tampon phosphate (témoin -), une faible proportion de GR 

hémolysés est responsable d’une absorption à 541 nm et celle-ci est prise en compte dans le 

calcul de l’hémolyse des échantillons.  
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Figure 40 : Hémolyse provoquée par la cyanine 7 seule ou encapsulée dans des NPSi. 
A. Spectres d'absorbance obtenus lors du test d'hémolyse avec la cyanine 7 seule. 
B. Comparaison des valeurs d’absorbance à 541 nm normalisées (par rapport aux valeurs des témoins positifs) 
des plus fortes concentrations en cyanine 7 seule (11,8 µg.mL-1, noir), en NPSi non cov. (750 nM, rouge) ou en 
NPSi cov. (500 nM, bleu). Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : résultat 
significativement supérieur au témoin négatif (p < 0,05) et ¤ : résultat significativement inférieur au témoin 
négatif (p < 0,05). 

 

D’après la Figure 40 A, une hémolyse des GR est obtenue pour des concentrations en 

cyanine 7 libre supérieures à 0,87 µg.mL-1. Le maximum d’hémolyse des échantillons 

(23,13 ± 2,55 %) a été obtenu pour la plus forte concentration en cyanine 7 testée, c’est-à-dire 

11,8 µg.mL-1. En revanche, les valeurs d’absorbance à 541 nm des NPSi (cov. ou non) sont 

toujours inférieures à celles obtenues avec le témoin négatif (PBS), quelle que soit la 

concentration en NPSi testée (jusqu’à 750 nM pour les NPSi non cov. et 500 nM pour les 

NPSi cov., ce qui correspond à des concentrations en cyanine 7 de 5,8 et 4,0 µg.mL-1, 

respectivement) (Figure 40 B).  
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Résultats 

Les concentrations testées de nanoparticules n’interfèrent donc pas négativement avec 

la membrane plasmique des cellules durant les 2 heures d’incubation. Alors que la cyanine 7 

libre provoque une déstabilisation de la membrane plasmique, les NPSi sont biocompatibles 

vis-à-vis des globules rouges.  

4. Visualisation du ganglion axillaire de souris saines 

Les souris ont reçu une injection de 20 µL d’une solution de NPSi, covalente (lot  

F25-4) ou non (lot R289(4)DIA), à la concentration de 15 µM ou l’équivalent en cyanine 7 

libre, à savoir 3,44 µg. 

Après l’injection de traceurs fluorescents en sous-cutané dans la patte antérieure 

droite, le GAD peut être visualisé dès 5 minutes après injection (Figure 41). Le point 

d’injection étant très fluorescent et la caméra CCD du Fluobeam™ ajustant le contraste de 

l’image sur le pixel le plus fluorescent, le point d’injection a été caché afin d’améliorer la 

visualisation du GAD (Figure 41 A, B, C vs. D).  

 

DA B C DA B C

 
Figure 41 : Imagerie de fluorescence in vivo du flanc droit d'une souris 5 minutes après injection sous-
cutanée de traceurs fluorescents dans la patte antérieure droite 
Les souris ont été injectées avec 3,44 µg de cyanine 7 dilué dans 20 µL d’une solution de PEG:EtOH:eau (A), 
300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente (B) ou covalente (C et D). 
En C, le point d’injection (flèche) est caché pour permettre une meilleure visualisation du ganglion axillaire 
droit. En D, le point d’injection n’est pas caché.  
Les images A et B ont été obtenues suite à l’excitation par le Fluobeam™ (690 nm) alors que les images C et D 
ont été obtenues suite à une excitation à 739 nm par une diode laser et le recueil de fluorescence grâce au 
système Fluobeam™ modifié (em. 780 – 850 nm). Les temps d’exposition sont de 10 ms (A et B), 300 ms (C) et 
50 ms (D). 

 

Alors que le GAD est bien défini suite à l’injection de NPSi (Figure 41 B et C), il 

apparaît plus flou suite à une injection de cyanine 7 libre (Figure 41 A). La cyanine 7 étant 

une molécule très petite, sa diffusion dans les tissus est rapide, ce qui provoque le marquage 

des tissus environnants et ainsi une définition médiocre du GAD. 
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5. Suivi de fluorescence du GAD au cours du temps 

i. Impact de l’encapsulation de la cyanine 7 sur la fluorescence du GAD 

Afin de mesurer l’impact de l’encapsulation de la cyanine 7 dans une matrice de silice, 

la fluorescence in vivo dans le GAD a été suivie pendant 7 jours suite à une injection de 

cyanine 7 libre, liée à la silice de façon covalente ou non. 
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Figure 42 : Suivi de la fluorescence du GAD in vivo au cours du temps suite à l'injection de différents 
traceurs fluorescents 
Les souris ont été injectées avec 3,44 µg de cyanine 7 (A, noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la 
cyanine 7 est liée de façon non covalente (A, rouge) ou covalente (A, bleu) puis imagées à l’aide du Fluobeam™ 
au cours du temps. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe. Les images du flanc droit 
des souris 4 h après injection sont représentées en B, C et D, respectivement. Le point d’injection (flèche) est 
caché et les temps d’exposition sont de 10 ms (B et C) et 200 ms (D). 

 

Suite à l’injection de cyanine 7 seule, la fluorescence du GAD augmente 

progressivement jusque 4 h post-injection puis diminue jusque 7 jours. Cependant, la 

localisation précise du GAD suite à une injection de cyanine 7 libre n’est pas aisée, à cause de 

la fluorescence intense des tissus environnants (Figure 42 B). La petite taille de la molécule 

de cyanine 7, comparable à celle du bleu patenté, est à l’origine de son extravasation des 

capillaires lymphatiques.  
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Résultats 

Après une injection de NPSi où la cyanine est liée de façon non covalente, la 

fluorescence du GAD augmente progressivement jusque 1 h post-injection puis diminue 

jusque 7 jours. Dans ce cas, le GAD est clairement défini et facilement identifiable            

(Figure 42 C). La cinétique de fluorescence des NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente 

(lot F25-4) est totalement différente, avec un maximum d’intensité à 5 min post-injection puis 

une diminution progressive du signal. 

 

ii. Impact de la stabilité colloïdale des NPSi sur leur migration dans le GAD 

Afin d’apprécier l’influence de la stabilité des NPSi sur leur migration dans le GAD, 

la fluorescence in vivo du GAD a été suivie pendant 7 jours suite à l’injection de différents 

lots de NPSi covalente dont la synthèse a été faite avec du surfactant possédant des 

groupements –COOH (famille F21) ou non (famille F25).  
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Figure 43 : Suivi de la fluorescence in vivo du GAD suite à l'injection sous-cutanée de 300 pmol de NPSi 
covalente avec différentes chimies de surface 
A. Lot de nanoparticules F21 (F21-1, F21-2, F21-3 et F21-4) contenant 0, 15, 30 et 45% de groupements              
–COOH, respectivement.  
B. Lot de nanoparticules F25 (F25-2, F25-3 et F25-4) contenant  0,05, 0,1, 0,2 et 0,4 % de groupements CEST, 
respectivement. 

 

Les cinétiques de migration des NPSi covalentes varient fortement en fonction de la 

méthode de synthèse utilisée. En l’absence de groupements –COOH et CEST (lot F21-1), la 

fluorescence du ganglion montre un plateau de 1 heure à 8 heures après injection, puis une 

diminution rapide jusque 24 h (Figure 43 A). En introduisant des groupements carboxyliques 

(lot F21-2 à F21-4), et ce, quel que soit le pourcentage greffés à la surface des NPSi, la 

cinétique de fluorescence dans le GAD est ralentie, avec un pic de fluorescence 8 h après 

injection, suivi d’une décroissance rapide jusqu’à 24 h (Figure 43 A).  

115 



Détection du GS à l’aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Lorsque la synthèse des NPSi se fait avec du surfactant « pur », les charges négatives 

sont apportées par les groupements CEST et les NPSi migrent très rapidement dans le GAD, 

avec un maximum de fluorescence à 5 min post-injection, suivi d’une décroissance régulière 

jusque 7 jours après injection (Figure 43 B).  

A l’intérieur d’une même famille de NPSi, aucune variation de cinétique de migration 

ne peut être remarquée et les différences d’intensité de fluorescence du GAD peuvent être 

attribuées à des modifications de rendement quantique de fluorescence des différents lots 

(Tableau 9 et Tableau 10). 

Le lot F25-4 semble être le plus approprié dans un contexte clinique puisqu’il est 

stable d’un point de vue colloïdal et qu’il permet de visualiser rapidement et avec une 

intensité de fluorescence élevée le GAD, et ce, jusque 8 h après injection. Les études 

ultérieures se sont portées sur ce lot de NPSi covalente (noté NPSi cov. dans les résultats). 

 

6. Analyse de la biodistribution et de l’excrétion de la cyanine 7 et 

des nanoparticules de silice par imagerie de fluorescence 

 

Les souris ont été sacrifiées 24 h et 7 jours après l’injection et les organes ont été 

disséqués puis imagés à l’aide du système modifié du Fluobeam™. L’intensité de fluorescence 

des organes des souris ayant reçu une injection de traceurs fluorescents (cyanine 7 libre, NPSi 

covalente ou non) a été comparée au cours de temps et confrontée à celle des organes des 

souris « témoin » (Figure 44).  

Les rendements quantiques de fluorescence et les coefficients d’extinction molaire des 

différentes formes de cyanine 7 étant distincts (Tableau 8, Tableau 9 et Tableau 10), il est 

impossible de comparer leur biodistribution par fluorescence. Les propriétés optiques des 

tissus (coefficient d’absorption, de diffusion,…) étant variable d’un organe à l’autre, il est 

impossible également de comparer la fluorescence des organes entre eux. En revanche, il est 

possible de comparer, pour une même forme de cyanine 7 injectée, la fluorescence d’un 

même organe à 24 h et à 7 jours post-injection. 

Le GAD, le foie et les reins sont les seuls organes présentant une forte augmentation 

de fluorescence 24 h après injection de traceurs par rapport aux souris « témoin ».  
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Figure 44 : Fluorescence ex vivo d'organes 24 h et 7 jours après injection de traceurs fluorescents 
Les valeurs d’intensité de fluorescence des GAD, foie et reins sont représentées en A, C et E, respectivement 
avec, en blanc, les organes de souris témoin, en noir, les souris injectées avec la cyanine 7 seule, en rouge, les 
nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente et en bleu, les nanoparticules de silice 
dont la cyanine 7 est liée de façon covalente. Les barres pleines représentent les intensités de fluorescence à 24 h 
alors que les barres rayées, celles à 7 j. Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, 
* : p < 0,05 par rapport à l’organe témoin correspondant, $ : p < 0,05 par rapport à l’organe correspondant à 
24 h. Les images B, D, F sont représentatives respectivement des GAD, foie et reins de souris témoins, injectées 
avec 3,44 µg de cyanine 7, 300 pmol de nanoparticules de silice dont la cyanine 7 est liée de façon non covalente 
ou covalente, imagés ex vivo à l’aide du Fluobeam™ 24 h et 7 j après injection selon le schéma précisé en B. Les 
temps d’exposition sont de 10 ms pour les GADs, 100 ms pour les foies et 400 ms pour les reins.  
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Détection du GS à l’aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Alors que la fluorescence dans le GAD et les reins reste comparable à 24 h et 7 jours 

post-injection de cyanine 7 seule ou de NPSi non cov., celle-ci diminue au cours du temps 

pour les NPSi cov. (Figure 44 A, B, E et F). Dans le foie, la fluorescence reste identique entre 

24 h et 7 jours après injection de cyanine 7 seule mais elle diminue au cours du temps après 

une injection de NPSi, que la cyanine 7 soit liée de façon covalente ou non (Figure 44 C et D).  

 

Après l’injection de cyanine 7 seule ou encapsulée dans des nanoparticules, les souris 

sont hébergées dans des cages à métabolisme permettant le recueil journalier des excrétions 

(urines et fèces). Alors que les urines ne présentent aucune variation d’intensité de 

fluorescence au cours du temps par rapport aux urines des souris « témoin » (résultats non 

présentés), la fluorescence des fèces est maximale les deux premiers jours après injection puis 

elle diminue au cours du temps, quelle que soit la forme selon laquelle la cyanine 7 a été 

injectée (Figure 45). 
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Figure 45 : Excrétion fécale de la cyanine 7 par imagerie de fluorescence 
Les fèces quotidiennes des souris injectées en sous-cutané dans la patte antérieure droite avec 20 µL de sérum 
physiologique (A, E blanc), 3,44 µg de cyanine 7 (B, E noir), 300 pmol de nanoparticules de silice dont la 
cyanine 7 est liée de façon non covalente (C, E rouge) ou covalente (D, E bleu) ont été imagées à l’aide du 
Fluobeam™. A - D : Images représentatives des fèces 24 h après injection. Temps d’exposition : A, 300 ms ; 
C, 10 ms ; D et E, 100 ms. E : Intensité normalisée de fluorescence des fèces au cours du temps post-injection. 
Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport au jour correspondant 
du témoin.  
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Résultats 

Les fèces issues des souris injectées avec la forme libre de la cyanine 7 présentent une 

fluorescence très intense, qui reste supérieure à celle des fèces des souris « témoin » jusque 

7 jours après injection (Figure 45 A, C). En revanche, l’excrétion de la cyanine 7 par les fèces 

semble n’être active que les trois et quatre premiers jours suivant l’injection de NPSi 

covalente ou non covalente, respectivement (Figure 45 A, C, D, E).  

 

 

Les résultats de toxicité cellulaire et de visualisation du GAD ayant démontré la 

supériorité des NPSi encapsulant la Cy7 de façon covalente sur la Cy7 libre ou liée de façon 

non covalente à la matrice de silice, nous avons étudié la biodistribution des NPSi covalente 

au cours du temps par une mesure de la fluorescence des organes ex vivo (Figure 46). Ici aussi 

la comparaison de la fluorescence des organes entre eux n’est pas possible mais les variations 

d’intensité de fluorescence d’un même organe au cours du temps peuvent être examinées. 

La fluorescence du point d’injection est maximale entre 5 min et 1 h post-injection 

puis diminue fortement jusque 3 mois. En parallèle, entre 1 h et 24 h, on note une 

augmentation de la fluorescence dans l’estomac (fluorescence doublée par rapport au témoin), 

les reins (fluorescence doublée par rapport au témoin) et le foie (fluorescence multipliée d’un 

facteur 10 par rapport au témoin) (Figure 46).  

La fluorescence dans le foie diminue ensuite à 7 jours jusqu’à atteindre la valeur du 

témoin 3 mois après l’injection (Figure 46), indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou 

leur excrétion. La présence de fluorescence dans les fèces dans les premiers jours suivant 

l’injection (Figure 45) permet d’affirmer que les NPSi sont excrétées par la voie fécale. En 

revanche, la fluorescence des NPSi n’a pas pu être retrouvée dans la vessie ou les urines, 

montrant l’absence d’élimination urinaire des NPSi. Dans les organes du SRE (foie, rate et 

poumons), la fluorescence des NPSi est repérée à différents temps post-injection, montrant 

l’intervention des macrophages dans l’élimination des NPSi. Trois mois après l’injection, la 

fluorescence n’est plus repérée qu’au point d’injection et dans le GAD. 
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Figure 46 : Suivi au cours du temps de la fluorescence ex vivo des organes des souris injectées avec 
300 pmol de NPSi dont la cyanine 7 est liée de façon covalente (lot F25-4) 
Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport à l’organe témoin 
correspondant. 
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Résultats 

7. Détermination des propriétés optiques des tissus murins 

L’absorption et la diffusion de la lumière dans les tissus sont responsables de 

l’atténuation du signal de fluorescence des organes. L’imagerie de fluorescence ne permet 

donc pas de mesurer, de façon quantitative, la quantité de NPSi dans les tissus. Afin de 

quantifier les phénomènes d’absorption et de diffusion de la lumière dans les tissus, les 

coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s) et d’anisotropie (g) des deux 

principaux organes de stockage repéré par l’étude de biodistribution par fluorescence, c’est-à-

dire le foie et les reins, ont été déterminés à partir des mesures de transmission collimatée, de 

transmittance et de réflectance obtenues par spectrophotométrie.  
Tableau 11 : Propriétés optiques du foie et des reins de souris  

  µa (cm-1) µ’s (cm-1) g µeff (cm-1) 

λ = 740 nm 1,61 26,10 0,782 11,17 
Foie 

λ = 840 nm 1,26 24,02 0,797 9,53 

λ = 740 nm 1,21 14,78 0,814 7,28 
Reins 

λ = 840 nm 0,84 12,42 0,828 5,58 

 

Le Tableau 11 présente les coefficients d’absorption (µa), de diffusion réduit (µ’s), 

d’anisotropie (g) et d’extinction effectif (µeff) du foie et des reins de souris saines à deux 

longueurs d’onde : 740 nm, qui est la longueur d’onde d’excitation des NPSi et 840 nm, qui 

est leur longueur d’onde d’émission de fluorescence. Le coefficient d’extinction effectif 

permet d’exprimer l’atténuation de la lumière totale due à l’absorption et à la diffusion de la 

lumière.  

Comme prévu pour les longueurs du proche infrarouge, plus la longueur d’onde 

augmente (de 740 nm à 840 nm), moins la lumière est atténuée (diminution de µteff) et donc 

plus la lumière peut pénétrer en profondeur. La comparaison des coefficients d’extinction 

effectif µeff permet d’affirmer que la lumière d’excitation est plus atténuée dans le foie que 

dans les reins. En utilisant un laser proche infrarouge (740 nm), le volume de tissu irradié est 

plus important dans les reins que dans le foie. De même, la lumière émise par les 

nanoparticules présentes dans les organes (840 nm) est moins atténuée dans les reins que dans 

le foie. A des concentrations de NPSi équivalentes dans ces deux organes, les valeurs de 

fluorescence du foie devraient donc être plus faibles que celles des reins.  
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Détection du GS à l’aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Or, d’après la Figure 44 C et E, 24 h après injection et quel que soit le type de 

nanoparticules, les valeurs d’intensité de fluorescence du foie sont supérieures à celles des 

reins. Nous pouvons donc conclure de ces résultats que la concentration de NPSi dans le foie 

est supérieure à celle dans les reins.  

Les résultats précédents (cytotoxicité, suivi de fluorescence au cours du temps, 

biodistribution,…) nous ont permis de choisir les nanoparticules encapsulant la cyanine 7 de 

façon covalente comme étant le meilleur traceur parmi ceux testés. Afin de quantifier la 

présence des NPSi covalente, nous avons réalisé une extraction chimique sur les principaux 

organes de stockage. 

8. Biodistribution des nanoparticules de silice covalente par 

extraction chimique 

Après dissection, les principaux lieux de stockage des NPSi (point d’injection, foie, 

ganglions droits et fèces) ont subi une extraction chimique afin de doser leur contenu en 

cyanine 7 par spectrofluorimétrie. Les intensités de fluorescence des organes ont ensuite été 

comparées à celles d’une gamme étalon réalisée avec des concentrations croissantes de NPSi 

(Figure 47). 
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Figure 47 : Droites étalon représentant la fluorescence des organes après extraction en fonction de la 
concentration en NPSi cov. 
Les organes (Point d’injection – A, Foie – B, Ganglion – C) et les fèces (D) ont été mis en contact avec des 
concentrations croissantes de NPSi covalente et ont subi le protocole d’extraction. La droite en trait plein 
correspond à l’autofluorescence de l’organe (non mis en contact avec les NPSi) et la droite en pointillé à la droite 
de régression linéaire, dont l’équation et le coefficient de détermination sont précisés à coté. 
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Résultats 

Aucune fluorescence n’a pu être détectée dans les organes des souris « Témoin » après 

extraction (Tableau 12). Suite à leur injection sc. dans la patte, le principal organe de rétention 

des NPSi est le point d’injection, avec des quantités de NPSi allant de 40,57 ± 1,94 % DI à 

5 minutes après injection à 13,93 ± 0,67 % DI à 7 jours. La quantité de NPSi dans le point 

d’injection n’est plus détectable à 3 mois après injection (Tableau 12). Pour ces mesures, 

seule l’extrémité de l’avant bras des souris a subi l’extraction et on peut penser qu’en prenant 

l’intégralité du membre antérieur, qui contient de nombreux vaisseaux lymphatiques, le 

pourcentage de dose injectée serait proche de 100 % à 5 min après injection. 

Bien que le GAD présente une fluorescence intense in vivo avec le Fluobeam™ 5 min 

après injection, son contenu moyen en NPSi n’est que de 0,67 % DI. Le contenu en NPSi dans 

le foie n’est détectable qu’à partir de 24 h, avec une valeur de 12,53 ± 1,91 % DI, puis 

diminue jusque 7 jours après injection où il atteint la valeur de 2,42 ± 1,24 % DI. Trois mois 

après injection, le contenu en NPSi dans le foie n’est plus détectable (Tableau 12).  

La fluorescence des fèces n’est pas détectable avec la méthode d’extraction utilisée 

mais on peut émettre l’hypothèse que des doses inférieures à 5 % DI (limite de détection de 

cette méthode) ont été excrétées chaque jour, conduisant à l’élimination progressive des NPSi 

de l’organisme.  
Tableau 12 : Quantité de cyanine 7 dans les organes après extraction chimique et dosage 
spectrofluorimétrique 

 Pt inj GAD GLTD Foie  Fèces 

Témoin ND ND ND ND 

5 min 40,57 ± 1,94 0,67 0,18 ND 

Témoin 

(J1-J7) 
ND 

1 h 50,71 ± 6,20 0,53 0,18 ND 

24 h 13,78 ± 1,22 0,33 0,69 12,53 ± 1,91

NPSi cov 

(J1-J7) 
ND 

7 j 13,93 ± 0,67 0,81 0,28 2,42 ± 1,24   

NPSi 

cov. 

3 mois ND ND ND ND   
ND, non détectable. Les résultats sont présentés en % DI, moyenne ± ESM, n = 3 par organe. 
La fluorescence d’un seul ganglion étant faible, l’extraction a été faite en regroupant 3 ganglions et les résultats 
donnés représentent la moyenne des 3 ganglions. 

9. Toxicité in vivo des NPSi covalente 

Le suivi de la masse corporelle des souris permet de prédire, en cas de perte ou de non 

prise de poids, une toxicité générale des produits testés sur l’animal. La masse corporelle des 

souris a été suivie pendant 3 mois après l’injection de 300 pmol de F25-4 et aucune différence 

de masse corporelle n’a pu être détectée (p > 0,05) (Figure 48 A), confirmant l’absence ou la 

faible toxicité générale des NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente. 
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Détection du GS à l’aide de NPSi renfermant un fluorophore émettant dans le proche infrarouge 

Les principaux organes de rétention des NPSi sont le point d’injection, les ganglions 

du coté de l’injection et le foie. Le point d’injection et les ganglions étant retirés lors de la 

chirurgie, il ne reste dans l’organisme que le foie comme principal stock de NPSi.  

Le foie étant un organe vital, il est important de vérifier l’absence d’hépatotoxicité des 

NPSi. Pour cela, plusieurs marqueurs de toxicité hépatiques ont été étudiés : la masse relative 

du foie a été calculée par le ratio de la masse de l’organe sur la masse corporelle de la souris 

suite au sacrifice des souris à différents temps après injection (Figure 48 B), des coupes 

histologiques de foie ont été lues à la recherche de changements morphologiques (Figure 48 C 

à F) et les enzymes hépatiques ont été dosées dans le sérum des souris afin de repérer 

d’éventuels dommages hépatiques (résultats non présentés). 
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Figure 48 : Toxicité in vivo des nanoparticules de silice renfermant la cyanine 7 liée de façon covalente 
Les souris ont été injectées en s.c. dans la patte antérieure droite avec 20 µL de sérum physiologique (Témoin) 
ou 300 pmol de NPSi dont la cyanine 7 est liée de façon covalente à la matrice de silice (NPSi cov., bleu) et leur 
masse a été suivie jusque 3 mois après injection (A). Les souris ont été sacrifiées à différents temps après 
injection (5 min, 1 h, 24 h, 7 j et 3 mois) et le ratio de la masse du foie sur la masse corporelle de la souris a été 
calculé (B). Les résultats sont présentés en moyenne ± ESM, n = 3 par groupe, * : p < 0,05 par rapport au 
témoin. 
C - F : Images représentatives de coupes histologiques de foie par coloration HES, échelle 100 µm. Les coupes 
histologiques de foie après 7 jours (C, D) ou 3 mois (E, F) de souris « témoin » (C, E) ont été comparées à celles 
de souris injectées avec les NPSi cov. (D, F). 
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Résultats 

Jusque 7 jours après injection de NPSi avec cyanine 7 liée de façon covalente, les 

souris ne montrent aucune différence statistique de la masse relative du foie (Figure 48 B, 

p > 0,05). Une légère diminution de la masse relative du foie est visible 3 mois après injection 

(p = 0,0209).  

En revanche, aucune anomalie morphologique du tissu hépatique n’est repérable suite 

à la lecture des coupes histologiques entre les souris « témoin » et les souris injectées avec les 

NPSi cov. (Figure 48 C à F). La phosphatase alcaline a été dosée dans le sérum à 24 h, 7 jours 

et 3 mois post-injection et aucune différence significative n’est décelable entre les souris 

« témoin » et les souris ayant reçu une injection de NPSi cov. (résultats non présentés). 

 

D’après les tests réalisés lors de cette étude, les NPSi renfermant la cyanine 7 de façon 

covalente ne semblent donc pas toxiques chez les souris. 
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D. Discussion 

La visualisation du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge est une 

alternative intéressante aux traceurs actuels (colorant bleu et radiocolloïde). Malgré les 

bonnes caractéristiques photophysiques des molécules de la famille des cyanines, ces 

fluorophores organiques ne sont pas idéaux pour la cartographie du GS du fait de leur petite 

taille limitant leur rétention dans les ganglions lymphatiques [144,250-252]. Pour pallier ce 

problème, plusieurs stratégies peuvent être employées. Le mélange de l’ICG avec de 

l’albumine humaine avant injection permet d’augmenter le diamètre hydrodynamique de la 

particule à 7 nm [144]. Cependant la rétention dans le ganglion reste limitée à 30 minutes [144] et 

la stabilité photophysique de ce traceur n’est pas optimale puisqu’il subit une extinction 

importante de la fluorescence quand sa concentration augmente [250]. La méthode utilisée dans 

cette étude pour augmenter la taille du fluorophore (cyanine 7) est de l’encapsuler dans une 

NPSi. La cyanine 7 a été incorporée à la matrice de silice de deux manières différentes : par 

un piégeage physique (non covalente) ou par une liaison covalente.  

Si la cyanine 7 est liée de façon non covalente à la silice, elle peut être libérée dans le 

milieu (Figure 37) et être toxique pour les cellules fibroblastiques (Figure 39). En revanche, 

en cas de liaison covalente de la cyanine 7 à la silice, la libération du fluorophore dans le 

milieu est inhibée, ce qui rend les NPSi totalement non toxiques jusqu’aux concentrations 

testées (Figure 39 et Figure 40). Dans les tests d’hémolyse, aucune toxicité des NPSi n’est 

enregistrée, que la cyanine 7 soit liée de façon covalente ou non (Figure 40 B), alors que les 

tests MTT des NPSi où la cyanine 7 est liée de façon non covalente montrent une toxicité 

similaire à celle de la cyanine 7 seule (Figure 39). Cette différence de toxicité entre les tests 

peut être liée au temps de contact entre les NPSi et les cellules. Dans le test MTT, les NPSi 

sont incubées avec les cellules pendant 24 h, durée suffisante pour une libération du 

fluorophore dans le milieu. En revanche, les NPSi ne sont mises en présence avec les GR que 

pendant 2 h pour le test d’hémolyse et il est possible que la libération de la cyanine 7 

encapsulée à l’intérieur de la matrice de silice ne soit pas effective au bout de 2 h.  

Il est intéressant de remarquer que les NPSi semblent avoir un effet protecteur sur la 

stabilité membranaire, puisque les taux d’hémolyse obtenus sont inférieurs à ceux établis avec 

le témoin négatif (Figure 40 B). Pourtant, les nanoparticules de silice sont connues pour 

provoquer l’hémolyse des GR en raison de la production d’espèces réactives de l’oxygène et 

de l’interaction électrostatique des groupements silanols (Si-OH) présents à la surface des 

NPSi avec la membrane des GR [253,254].  
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La protection contre l’hémolyse pourrait être liée à la présence de groupements PEG à 

la surface des nanoparticules, qui réduisent l’hémolyse des GR par rapport aux nanoparticules 

non recouvertes de PEG [253,255]. Des expériences complémentaires ont en effet montré une 

diminution de l’hémolyse en présence de concentrations en PEG 400 allant jusqu’à 2,5 % 

(résultats non présentés). Deux hypothèses sont avancées pour expliquer ce processus : le 

PEG peut améliorer la biocompatibilité des particules et, en s’adsorbant à la surface des GR, 

les rendre moins susceptibles aux cisaillements à l’origine de leur hémolyse [256].  

Des études récentes ont également démontré une absence de cytotoxicité des NPSi par 

test MTT sur des fibroblastes de souris [257] ou sur des cellules souches 

mésenchymateuses [258]. Il semblerait donc que la silice ne soit pas toxique par elle-même et 

ce serait la cyanine qui, dans notre cas, est responsable d’une éventuelle toxicité.  
 

Les caractéristiques spectrales de la cyanine 7 sont bien adaptées à l’imagerie de 

fluorescence in vivo puisqu’elle émet dans le proche infrarouge. Sa fluorescence peut donc 

être détectée dans le GAD directement à travers la peau avec un important rapport signal / 

bruit de fond (Figure 41). Pour les fluorophores émettant dans le visible, l’absorption des 

longueurs d’onde par les chromophores endogènes de la peau est un obstacle à la visualisation 

du GS et il est nécessaire de retirer la peau présente au-dessus du ganglion afin de le repérer 

puis de pratiquer son exérèse [153,233,259]. Avec des fluorophores du proche infrarouge comme 

la cyanine 7, la procédure de visualisation du GS est totalement non invasive. 
 

La cyanine 7, qu’elle soit encapsulée dans une NPSi ou non, permet un repérage du 

GAD dès 5 minutes après injection (Figure 41). Cependant, la petite taille de la cyanine 7 

seule est responsable de son extravasation et de sa migration dans les tissus environnants, 

conduisant à une mauvaise définition de l’emplacement du GAD. Le recours à des NPSi, dont 

la taille est plus grande que celle de la cyanine 7 seule, permet d’éviter ce problème. Les 

profils de migration des NPSi dans le GAD ont été établis à partir des images de fluorescence 

du flanc droit des souris in vivo et montrent des différences sensibles en fonction de la famille 

de NPSi (F21 vs. F25). Les deux paramètres majeurs qui influencent la migration des NPSi 

vers les ganglions lymphatiques sont la taille et la charge de surface des nanoparticules.  

La taille des NPSi utilisées dans cette étude varie de 33 nm pour le lot F21-2 à 68 nm 

pour le lot F21-4 (Tableau 9) et de 32 nm pour le lot F25-3 à 45 nm pour le lot F25-4 

(Tableau 10). Bien que ces valeurs soient assez variables, elles sont comprises dans 

l’intervalle [10 - 100 nm]. La taille des NPSi est donc compatible avec une bonne migration 

dans les ganglions, quel que soit le lot considéré [148].  
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Entre les deux familles de NPSi, le facteur « taille des nanoparticules » ne varie pas. 

En comparant les valeurs de potentiel zêta entre les lots de la famille F21 (Tableau 9) et les 

lots de la famille F25 (Tableau 10), il apparaît que les différences de charges de surface ne 

sont pas importantes. Les variations dans le profil de migration des NPSi dans le GAD entre 

ces deux familles ne peuvent donc être attribuées ni à leur taille, ni à leur chimie de surface. 

La principale différence entre les deux familles de NPSi repose sur leur méthode de synthèse.  

Les NPSi de la famille F25, dont le cœur de silice a été stabilisé par le CEST, 

montrent un pic de fluorescence dans le GAD 5 min après injection, suivi d’une décroissance 

régulière jusque 24 h. En revanche, les NPSi de la famille F21 migrent dans le ganglion plus 

lentement, avec un pic de fluorescence 8 h après injection. Les NPSi de la famille F21 ont été 

synthétisées avec un surfactant portant des groupements -COOH, ce qui perturbe la formation 

des micelles de silice et rend les NPSi moins stables d’un point de vue colloïdal. A l’intérieur 

de l’organisme, ces NPSi ont alors tendance à perdre leur revêtement de surface en PEG, à 

s’agréger et à s’adsorber sur les protéines. Ces NPSi, qui sont toujours fluorescentes, ont une 

charge de surface moins négative et une taille plus grande, ce qui ralenti leur migration dans 

le GAD. Les NPSi de la famille F25, quant à elles, ont été synthétisées avec un surfactant 

« pur ». Elles sont donc plus stables et leur migration dans les lymphatiques est améliorée par 

rapport aux NPSi F21 non stables. 

A l’intérieur d’une même famille de NPSi, les cinétiques de migration dans le GAD ne 

varient pas, ce qui est cohérent avec le fait que les potentiels zêta des NPSi ne sont pas très 

différents entre les lots (Tableau 9 et Tableau 10). Il semblerait que le nombre minimal de 

groupements CEST introduits durant la synthèse (0,05 % pour le lot F25-2) soit suffisant pour 

apporter des charges négatives et modifier la cinétique de migration dans le GAD par rapport 

au lot F21-1 ne possédant aucun groupement CEST. L’ajout de CEST en nombre plus 

important modifie légèrement leur potentiel zêta mais ne perturbe pas leur cinétique de 

migration dans le GAD. Les différences d’intensité de fluorescence observées entre les 

différents lots d’une même famille peuvent être attribuées à des variations de rendement 

quantique de fluorescence (Tableau 9 et Tableau 10). 

L’étude de Rao, en 2009, a démontré une amélioration de la vitesse de migration dans 

les ganglions lymphatiques de nanoparticules d’acide poly(lactique-co-glycolique) avec 

l’augmentation de la densité des charges négatives de surface [260]. La capture des 

nanoparticules par les lymphatiques est améliorée avec l’augmentation des charges négatives 

grâce aux répulsions électrostatiques dues aux faibles charges négatives de la matrice 

interstitielle [260].  
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Dans notre étude, les charges de surface des NPSi ne sont pas aussi importantes           

(de -5 mV à -15 mV) que celles utilisées dans l’étude de Rao (de -36 mV à -57 mV) et les 

différences de potentiel zêta entre les lots d’une même famille ne sont pas très grandes, d’où 

une absence de variation de cinétique à l’intérieur d’une même famille de NPSi.  

La biodistribution des NPSi cov. dans l’organisme suite à leur injection sc. dans la 

patte a été évaluée à l’aide des images de fluorescence des organes ex vivo à différents temps 

après injection. Seuls le point d’injection, les ganglions régionaux, le foie, les reins et les 

fèces des souris injectées présentent une intensité de fluorescence nettement supérieure à celle 

des organes des souris « témoin » (Figure 46). Cependant, la fluorescence, à cause des 

différences de propriétés optiques entre les organes, n’est pas une méthode de quantification 

absolue. Nous avons donc déterminé les coefficients d’absorption µa, de diffusion réduit µ’s et 

d’anisotropie g des deux organes majeurs de stockage des NPSi, le foie et les reins, afin de 

comparer les valeurs d’intensité de fluorescence entre ces deux organes (Tableau 11). Il 

ressort de ces résultats que le foie est l’organe principal de rétention des NPSi, ce qui corrèle 

avec une excrétion fécale des nanoparticules (Figure 45).  

Afin d’avoir une notion de la quantité de NPSi présentes dans les principaux organes 

fluorescents, ceux-ci ont subi une étape d’extraction chimique afin de doser leur contenu en 

fluorophore par spectrophotométrie et de comparer ces valeurs à celles obtenues avec une 

gamme étalon. La quantité de NPSi au point d’injection est maximale jusque 1 heure post-

injection puis diminue progressivement, jusqu'à n’être plus détectable trois mois après 

injection. Dans le foie, la quantité de NPSi n’est détectable qu’à partir de 24 h et correspond à 

12 % DI. Elle diminue ensuite au cours du temps et, après 3 mois, la fluorescence des NPSi 

dans le foie n’est plus décelable (Tableau 12). Dans les fèces, les quantités de NPSi ne sont 

pas assez importantes pour être détectées par notre méthode, bien que la présence des NPSi 

dans les fèces soit confirmée par leur fluorescence au Fluobeam™ (Figure 45). L’excrétion 

fécale est également la voie d’élimination privilégiée des NPSi modifiées de façon organique 

(ORMOSIL) [156] ou des NPSi de 80 nm renfermant de l’ICG [164]. Du fait de leur taille 

(supérieure à 5,5 nm), les NPSi utilisées dans notre étude ne peuvent pas passer le filtre rénal 

et être éliminées par les urines [149]. 

Etant donné que les NPSi sont présentes dans le foie jusque 7 jours post-injection, il 

est important de vérifier l’absence de toxicité sur cet organe vital. Pour cela, la masse relative 

du foie (Figure 48 B), la libération plasmatique de phosphatase alcaline (PAL) et les 

variations histologiques hépatiques (Figure 48 C et D) des souris injectées avec les NPSi ont 

été comparées aux celles des souris « témoin ».  
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D’après l’ensemble des résultats, les NPSi cov. ne modifient pas la fonction hépatique 

et ce, jusque 3 mois après l’injection. La fonction hépatique ne semble pas être altérée puisque 

les taux de PAL restent identiques à ceux des souris « témoin » et aucune anomalie 

histologique n’a pu être détectée. Les taux de nombreuses enzymes hépatiques (aspartate 

aminotransférase, alanine aminotransférase, PAL, lactate déshydrogénase, …) se trouvent 

augmentés dans le sérum en cas de dommages hépatiques et sont classiquement mesurés pour 

évaluer la fonction hépatique. La PAL, enzyme la plus utilisée dans les tests de toxicité 

hépatique, est produite par les cellules bordant les canaux biliaires. En cas d’obstruction du 

système de drainage biliaire, la PAL est la première enzyme dont le taux augmente dans le 

sérum [261]. De précédentes études ont également démontré que les NPSi ne provoquent pas 

d’augmentation des taux de PAL, mais à forte dose (> 500 mg.kg-1), les niveaux d’activités 

d’autres marqueurs (aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase, bilirubine totale) se 

trouvent modifiés [262,263]. Il serait donc intéressant de vérifier que ces marqueurs ne sont pas 

modifiés au cours du temps après l’injection de NPSi. Les souris, suivies pendant 3 mois, ont 

été régulièrement observées et aucun changement dans la prise de poids (Figure 48 A), le 

comportement, l’alimentation ou l’activité des souris n’a pu être détecté, présageant l’absence 

de toxicité générale des NPSi.  

De tels résultats ont également été retrouvés avec les ORMOSIL injectés en iv. [156] et 

les NPSi renfermant de la rhodamine injectées en intrapéritonéal [264]. Néanmoins, il est 

important de s’assurer de l’absence de toxicité générale des NPSi à plus long terme et de leur 

élimination complète de l’organisme. Enfin, dans un objectif clinique, il faudra vérifier la 

capacité des NPSi à migrer dans le GS lorsque celui-ci est envahi par des cellules 

métastatiques. 

 

Pour conclure, les avantages de l’utilisation de fluorophores encapsulés dans des 

nanoparticules de silice sont multiples : augmenter la taille du traceur afin de favoriser sa 

rétention dans le GS, améliorer la stabilité du fluorophore en le protégeant contre les agents 

extérieurs responsables de l’extinction de sa fluorescence, diminuer la toxicité du fluorophore 

encapsulé et rendre la nanoparticule hydrophile éliminant ainsi le recours à des solvants 

nocifs. Les NPSi renfermant la cyanine 7 de façon covalente semblent donc être de bons 

candidats pour la cartographie du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge. 
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Discussion générale 

La technique de biopsie du GS est actuellement la technique de référence pour le 

diagnostic des métastases ganglionnaires [61]. Elle consiste en l’injection à proximité de la 

tumeur de deux traceurs, un colorant bleu et un radiocolloïde. Ces traceurs migrent vers les 

ganglions lymphatiques en suivant la même voie que les cellules métastatiques. Dans le même 

temps opératoire que l’exérèse tumorale, les ganglions bleus et radioactifs sont extraits puis 

analysés afin de déterminer leur statut métastatique. Les GS étant les premiers ganglions de la 

chaîne lymphatique [42], leur statut permet de prédire l’envahissement du reste de l’organisme 

et d’orienter les traitements post-chirurgicaux (radiothérapie, chimiothérapie…) [28]. Cette 

technique est très performante mais les traceurs utilisés présentent de nombreux 

inconvénients. Le colorant, de part sa petite taille, migre rapidement hors des GS et colore les 

ganglions de second échelon et les tissus environnants [87]. De plus, il est à l’origine de 

réactions allergiques qui peuvent engager le pronostic vital des patients [77]. L’utilisation de la 

radioactivité engendre des dépenses non négligeables [93] et n’est pas toujours accessible dans 

les centres hospitaliers éloignés d’un service de médecine nucléaire. 

L’imagerie de fluorescence est une alternative intéressante pour la cartographie des 

GS étant donné sa forte sensibilité, la facilité de son utilisation, la possibilité d’avoir des 

informations en temps réel, l’absence de radiations ionisantes et son coût limité [134]. Les 

fluorophores émettant dans le proche infrarouge (680 - 900 nm) sont les plus intéressants 

puisque la lumière d’émission n’est que faiblement absorbée par les chromophores 

endogènes, permettant la visualisation de structures en profondeur (jusque 1 cm) [136]. Dans 

cette fenêtre thérapeutique, la fluorescence des chromophores endogènes est également 

extrêmement faible, renforçant ainsi le rapport signal / bruit [138]. 

Du fait des caractéristiques du système lymphatique, les nanoparticules utilisées pour 

un repérage rapide du GS doivent avoir une taille comprise entre 10 et 100 nm [148]. Plusieurs 

types de nanoparticules ont été analysés dans le but d’optimiser la visualisation du GS par 

imagerie de fluorescence proche infrarouge. La plupart des études portent sur des 

nanoparticules encapsulant un fluorophore organique. Les fluorophores les plus employés 

sont les cyanines, qui présentent de bonnes caractéristiques photophysiques (fort rendement 

quantique de fluorescence, important coefficient d’extinction molaire,…) et dont l’émission 

peut être ajustée dans le domaine du proche infrarouge. Le vert d’indocyanine est aujourd’hui 

l’unique colorant autorisé par la FDA pour l’imagerie infrarouge, mais sa faible photostabilité 

et sa prédisposition à l’agrégation n’en font pas un marqueur idéal. 
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Les nanoparticules peuvent être composées d’éléments organiques : protéines [173], 

polysaccharides [175], lipides [174], polymères synthétiques [176], silice [265], ou bien être 

constituées d’éléments inorganiques tels que les métaux lourds (QDs) [266]. Dans ce derniers 

cas, l’émission de fluorescence est liée au confinement quantique des électrons dans la 

structure de la nanoparticule et ne nécessite pas la présence d’un fluorophore organique [180]. 

 

L’objectif poursuivi au cours de cette thèse était d’étudier les capacités de 

migration dans le GS de QDs et de NPSi renfermant de la cyanine 7 afin de remplacer 

les traceurs actuellement employés. Leur biodistribution dans l’organisme, leur voie 

d’excrétion ainsi que leur potentielle toxicité, qui sont des notions essentielles à 

connaître avant toute application clinique, ont également été évaluées. 

 

Les précédents travaux du laboratoire ont permis de démontrer que les QDs possèdent 

de bonnes aptitudes pour la visualisation rapide des ganglions lymphatiques régionaux.  

Les premiers QDs commerciaux utilisés par notre équipe émettaient dans le domaine 

du visible (655 nm) mais la détection du ganglion axillaire directement à travers la peau 

n’était pas possible à cause de l’absorption de la lumière par les tissus sus-jacents [236]. Pour 

corriger ce problème de visualisation de la fluorescence en profondeur, des QDs émettant 

dans le proche infrarouge ont été utilisés. Ces QDs, composés de CdTeSe/ZnS, ont pu être 

repérés in vivo à travers la peau à l’aide de l’imageur pour petit animal Fluobeam™. 

Cependant, les analyses histologiques ont révélé la présence de zones inflammatoires dans les 

ganglions, témoignant de la toxicité de ces QDs [237]. Afin de limiter leur toxicité, des QDs 

dépourvus de cadmium ont été synthétisés. Leur fluorescence dans le proche infrarouge 

permet la visualisation des ganglions régionaux à travers la peau des souris, tout en présentant 

une toxicité aigüe locale réduite par rapport aux QDs à base de cadmium [238]. 

Les QDs à base d’indium semblent donc être très prometteurs pour la visualisation du 

GS mais aucune étude n’a examiné la migration des traceurs fluorescents en cas de ganglion 

envahi par les cellules métastatiques, ni la toxicité de ces QDs dépourvus de cadmium. 

La première partie de ce manuscrit a pour but de démontrer les capacités migratoires 

des QDs à base d’indium dans un modèle orthotopique syngénique de carcinome mammaire 

murin, où le ganglion axillaire est métastatique. Il a en effet été démontré que la présence de 

métastases dans les vaisseaux ou les ganglions lymphatiques est responsable d’un blocage de 

la migration des traceurs, ce qui peut affecter la visualisation correcte du GS [103].  
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Afin de se rapprocher au plus près de la situation clinique, des cellules de carcinome 

mammaire murin ont été injectées en sous-cutanée dans la mamelle antérieure de souris et 

après environ 21 jours le ganglion axillaire a été repéré à l’aide de la fluorescence des QDs. 

L’envahissement métastatique du ganglion a été évalué par la présence de la cytokératine 19 

(CK 19) en immunohistochimie et biologie moléculaire (RT-qPCR). La CK 19, qui est 

spécifique des cellules épithéliales (dont font partie les cellules de carcinome mammaire), est 

absente des ganglions lymphatiques sains et c’est pour cette raison qu’elle est le marqueur le 

plus utilisé chez l’Homme [129]. Le modèle murin utilisé est assez proche des cas cliniques 

puisque la dissémination métastatique se fait par la voie lymphatique et que le pourcentage de 

ganglions envahis chez la souris (environ 36 %) est semblable à celui retrouvé dans la récente 

étude clinique de 287 cas de cancers du sein [267].  

Le Fluobeam™ a été utilisé afin de cartographier les GS par imagerie de fluorescence 

proche infrarouge. Les mesures de fluorescence in vivo ont permis de repérer le GS, qu’il soit 

envahi ou non, chez toutes les souris. De plus, aucune différence d’intensité de fluorescence 

n’a pu être démontré entre les GS envahis ou non. Ces résultats permettent d’affirmer que la 

migration des QDs dans le système lymphatique n’est pas compromise lorsque les cellules 

métastatiques sont présentes et qu’elles ne bloquent pas le passage des QDs. 

Les premiers QDs utilisés pour l’imagerie in vivo étaient composés de métaux lourds 

comme le cadmium [236,237,266], élément fortement toxique in vitro [187,197,268]. Récemment, une 

équipe a étudié le comportement in vivo de QDs à base de cadmium suite à leur injection iv. 

chez des macaques [269]. Les paramètres classiques de toxicité in vivo (masse et température 

corporelles, comportement, alimentation, marqueurs hématologiques et biochimiques…) sont 

identiques chez les animaux témoins et les animaux injectés avec les QDs, démontrant une 

toxicité minimale des QDs. Des taux importants de cadmium et de sélénium ont pourtant été 

détectés dans le foie, la rate et les reins après trois mois mais aucune anomalie morphologique 

(inflammation, fibrose, nécrose, …) n’a été détectée dans ces organes [269]. Ces résultats 

prouvent l’importance de la couche organique recouvrant le cœur des QDs pour limiter de 

façon significative leur toxicité. Néanmoins, des études à long terme sont nécessaires afin de 

déterminer la stabilité de ces QDs in vivo, le devenir de ces métaux lourds dans l’organisme et 

leurs éventuels effets secondaires. 

Notre stratégie permettant de limiter la toxicité des QDs a été d’utiliser des QDs à 

base d’indium. Les tests de toxicité in vitro ont démontré une plus faible toxicité des QDs-

indium par rapport aux QDs-cadmium.  
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Les études toxicologiques de l’indium sur l’organisme sont peu nombreuses et 

plusieurs organismes tels que l’US Occupational Safety and Health Administration ou la 

Communauté Economique Européenne ne classent pas cet élément dans la catégorie des 

carcinogènes. Selon le National Toxicology Program, la consommation quotidienne d’indium 

représente environ 8 µg/jour/personne [270]. Afin de déterminer la dose d’indium injectée si les 

QDs sont administrés à l’Homme, une estimation basée sur la profondeur du ganglion peut 

être faite. Alors que chez le porc, dont le GS est localisé à environ 1 cm de profondeur, la 

dose de 400 pmol de QDs a permis une visualisation correcte du GS [271], chez l’Homme, une 

dose de 2,4 nmol pourrait être nécessaire pour la cartographie du GS situé à une profondeur 

de 3 à 6 cm. Les QDs utilisés dans notre étude contiennent une dose d’indium de 

385 ng In.pmol-1 QDs. Ainsi, chez l’Homme, la quantité d’indium injectée serait d’environ 

900 µg. Il est important de noter ici que la source principale de QDs (point d’injection et 

ganglions régionaux) est retirée lors de la chirurgie, éliminant ainsi environ 83 % de la dose 

injectée et réduisant fortement la quantité de QDs restants dans l’organisme. En effet, si le 

point d’injection est retiré 1 heure après l’injection des QDs, la quantité d’indium qui perdure 

dans le corps est de 17 % de la dose injectée (soit 160 µg) d’après notre étude sur la souris. 

Cette quantité d’indium restante est plutôt faible puisqu’elle ne représente que 5 % de la 

consommation annuelle d’indium par personne (2920 µg). 

 

Après dissémination des QDs dans l’organisme, ces derniers sont captés par les 

organes du SRE (foie et rate) puis excrétés partiellement de l’organisme. En raison de la taille 

des nanoparticules (> 5,5 nm), l’excrétion des QDs par la voie urinaire est proscrite [149].  

 

Des QDs intacts (car fluorescents) ont été retrouvés dans les fèces des souris injectées, 

indiquant une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec des taux n’excédant pas 3 % de la 

dose injectée après 4 jours. La diminution de 50 % de la quantité d’indium dans le foie au 

bout de 3 mois par rapport au premier jour suggère que les QDs sont éliminés de l’organisme 

au cours du temps par la voie fécale, à des taux trop faibles pour pouvoir être décelés par nos 

instruments de mesure. En revanche, d’autres auteurs relatent une séquestration totale des 

QDs dans le foie et une absence d’excrétion pendant plusieurs semaines après une injection 

iv. [154]. Des études complémentaires doivent être mises en place afin de déterminer les taux 

d’excrétions des QDs-indium sur le long terme. 
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Les NPSi renfermant un fluorophore organique émettant dans le proche infrarouge 

sont une solution alternative aux QDs pour la cartographie du GS puisqu’elles présentent une 

brillance intense et une faible toxicité. Nous avons démontré, dans la deuxième partie de cette 

thèse, les nombreux avantages de l’encapsulation d’un fluorophore organique dans une 

matrice de silice et notamment la forte diminution de la toxicité in vitro. La liaison covalente 

de la cyanine 7 à la matrice de silice permet d’éviter sa libération dans le milieu et de limiter 

sa toxicité. Les NPSi cov. ne provoquent en effet aucune cytotoxicité (test MTT) sur les 

fibroblastes sains aux concentrations testées (jusqu’à 8 µg Cy7.mL-1). En revanche, la cyanine 

7 seule et les NPSi non cov. dont la cyanine 7 est libérée au cours du temps de la matrice de 

silice présentent une certaine toxicité vis-à-vis des fibroblastes. De plus, les NPSi ne semblent 

pas déstabiliser les membranes cellulaires puisque l’hémolyse des globules rouges est 

annihilée en présence de NPSi grâce aux groupements PEG de surface. Conformément à de 

nombreuses études, les NPSi utilisées dans ce travail ne semblent donc pas toxiques in vitro. 

La silice amorphe est utilisée depuis de nombreuses années dans les médicaments, la 

nourriture et les cosmétiques, sans preuve d’effets secondaires nocifs sur l’Homme [211]. En 

outre, plusieurs études ont démontré l’absence de cytotoxicité des NPSi in vitro sur des 

fibroblastes murins ou des kératinocytes humains [257,258]. Les NPSi sont donc considérées 

comme étant inertes et sans danger [272] et leur toxicité n’est due qu’au fluorophore encapsulé, 

la cyanine 7. La toxicité in vivo de la cyanine 7 n’a pas été évaluée, mais les composés de la 

famille des cyanines ne semblent pas intrinsèquement nocifs. Récemment, suite à l’injection 

iv. d’une cyanine (IR-780) chez la souris, aucun indice de toxicité aigüe n’a été rencontré 

jusqu’à 100 nmol [273]. Dans cette étude de Zhang et al., le GS a été visualisé chez des souris 

et des porcs suite à une injection intradermique de 0,5 et 10 nmol de cyanine, respectivement. 

Cependant, 3 h après l’injection, la fluorescence dans le ganglion diminue, ce qui réduit la 

durée possible entre l’injection du traceur et la biopsie du GS [273]. 

L’encapsulation de la cyanine 7 dans une NPSi permet d’obtenir des particules de 

taille adéquate pour leur migration dans les ganglions lymphatiques (entre 28 et 68 nm). Alors 

que la cyanine 7 seule n’est pas retenue dans le ganglion et peut marquer les tissus 

environnants, les NPSi permettent une bonne définition du ganglion lymphatique régional. La 

méthode de synthèse des NPSi est un facteur important permettant de contrôler leur stabilité 

colloïdale. En effet, si le surfactant utilisé lors de la synthèse porte des groupements 

carboxyliques, la formation des micelles de silice est perturbée et le revêtement de surface en 

PEG se désorganise. Les NPSi ont alors tendance à s’agréger, ce qui rend leur migration dans 

le GAD moins efficace. 

136 



Discussion générale 

La taille des nanoparticules est un facteur essentiel régissant leur biodistribution et 

leur excrétion. La voie d’excrétion la plus favorable est l’élimination rénale puisque la route 

hépatobiliaire est un processus lent et la rétention à long terme des particules dans les organes 

du SRE augmente la toxicité. L’excrétion par la voie urinaire n’étant possible que pour des 

NPSi de taille inférieure à 5,5 nm [149], les NPSi utilisées dans notre étude, de diamètre 

hydrodynamique compris entre 28 et 68 nm, ne peuvent être excrétées que par la voie 

hépatobiliaire. Cette hypothèse est confirmée puisque la fluorescence du foie et des fèces 

indique une élimination fécale dans les premiers jours suivant l’injection. Sur le long terme, la 

fluorescence du foie diminue jusqu’à n’être plus détectable avec nos instruments de mesure à 

3 mois après injection, indiquant la perte de fluorescence des NPSi ou leur excrétion.  

Bien que le foie soit l’organe majeur de stockage, les NPSi ne semblent pas être 

toxiques pour cet organe puisque sa masse relative, son histologie et son intégrité (par 

l’absence de libération d’enzymes hépatiques dans le sérum) ne sont pas modifiés. De plus, 

les souris ne montrent pas de différences de comportement et de masse corporelle, présageant 

d’une absence de toxicité générale. Des analyses complémentaires doivent cependant être 

menées afin de valider l’absence de toxicité et de confirmer la diminution de la quantité de 

NPSi dans le foie permettant ainsi de justifier leur élimination de l’organisme. 

Les nanoparticules de silice modifiées de manière organique (ORMOSIL) d’environ 

20 nm montrent également une excrétion par la voie hépatobiliaire, avec une diminution de la 

fluorescence du foie à partir de 24 h [156]. La dégradation des NPSi dans l’organisme provoque 

la libération du fluorophore libre et son accumulation préférentielle dans la peau. Les analyses 

histologiques des organes majeurs (foie, rate, reins, poumons) ne présentent aucun 

changement pathologique [156]. 

 

Afin de s’assurer des capacités migratoires des NPSi dans le GS en cas 

d’envahissement tumoral, la cartographie du GS doit être effectuée dans un modèle 

orthotopique murin de carcinome mammaire présentant une dissémination lymphatique, de la 

même façon qu’avec les QDs. 
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Conclusions et perspectives 

Pour conclure, les nanoparticules fluorescentes utilisées dans ces deux études, 

Quantum Dots et NPSi renfermant de façon covalente la cyanine 7, présentent des 

caractéristiques idéales pour la cartographie du GS par imagerie de fluorescence infrarouge.  

Nous avons démontré que les QDs peuvent migrer dans le GS, même en cas 

d’envahissement métastatique. Les propriétés photophysiques des QDs les rendant très 

brillants, le GS est facilement détectable suite à l’injection sous-cutanée d’une faible dose de 

QDs. La majorité des nanoparticules étant localisée au point d’injection ou dans les ganglions 

régionaux, la quantité de QDs restants dans l’organisme après résection tumorale et biopsie du 

GS est faible. Du fait de leur taille, les QDs sont capturés par le SRE et sont en partie éliminés 

par la voie hépatobiliaire via les fèces. De plus, les QDs à base d’indium présentent une 

toxicité in vitro et in vivo réduite par rapport aux QDs-cadmium.  

La cyanine 7 est un fluorophore proche infrarouge hydrophobe et de petite taille. 

Notre étude a confirmé que son encapsulation dans une matrice de silice permet d’obtenir un 

traceur ayant des caractéristiques optimales d’hydrophilicité, de biocompatibilité et de taille 

pour sa migration dans le GS. Grâce à la liaison covalente de la cyanine 7 à la silice, la 

libération du fluorophore est supprimée, ce qui limite fortement la toxicité des NPSi in vitro et 

in vivo. Les NPSi présentent une biodistribution semblable à celle des QDs, avec une 

prépondérance au point d’injection, dans les ganglions lymphatiques et le foie ainsi qu’une 

excrétion fécale dans les premiers jours suivant l’injection. 

 

Les QDs et les NPSi sont des candidats très prometteurs pour la cartographie du 

GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge puisque leur utilisation est plus 

simple, plus rapide et plus fiable que les techniques actuelles. Les résultats de futurs 

tests de toxicité permettront de les départager.  

 

Perspectives 

 

Les perspectives majeures de ce travail sont (i) l’encapsulation de QDs à base 

d’indium dans une nanoparticule de silice afin de combiner les avantages photophysiques des 

QDs à la faible toxicité de la silice, (ii) le ciblage des nanoparticules afin d’améliorer leur 

capture par le GS, (iii) le couplage des nanoparticules fluorescentes avec d’autres modalités 

d’imagerie afin d’associer les bénéfices de chaque méthode ou (iv) avec un agent 

thérapeutique pour rassembler, en une seule nanoparticule, le diagnostic et le traitement des 

métastases ganglionnaires. 
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L’évolution vers des QDs englobés dans de la silice est une possibilité intéressante 

afin de minimiser encore plus leur toxicité. De telles constructions sont déjà à l’étude et 

confirment de bonnes capacités migratoires dans le GS de QDs PbS recouverts d’une couche 

de silice-PEG et une absence de toxicité chez la souris [274].  

 

Afin de limiter leur passage dans les ganglions de second échelon et d’accélérer leur 

migration dans les GS, les nanoparticules peuvent être fonctionnalisées avec CXCR4, 

récepteur membranaire dont le ligand SDF-1 est fortement exprimé par les cellules des 

ganglions lymphatiques. Des nanoparticules d’albumine ont ainsi été greffées avec un ligand 

de CXCR4 et ont démontré une meilleure accumulation dans les ganglions régionaux que les 

nanoparticules non greffées [275]. La capture des traceurs par les GS étant ainsi améliorée, on 

peut imaginer pouvoir réduire la dose de nanoparticules injectées et donc réduire la toxicité. 

 

La complémentarité de l’imagerie par résonance magnétique (IRM), qui permet 

d’imager le corps entier, avec l’imagerie de fluorescence, qui possède une forte résolution 

spatiale, augure d’un avenir très prometteur. La multimodalité permettrait, dans un premier 

temps, de localiser par IRM un ganglion lymphatique en profondeur (dans le cas des cancers 

de la cavité abdominale, par exemple) puis, pendant la chirurgie, d’affiner son emplacement à 

l’aide de la fluorescence. Récemment, des QDs à base de silicium ont été dopés avec du 

manganèse afin d’être détectable par IRM et par imagerie de fluorescence [276]. Ces 

nanoparticules non toxiques n’ont cependant jamais été testées in vivo dans la détection du 

GS. 

 

L’encapsulation dans une même nanoparticule d’un agent de diagnostic, tel qu’une 

nanoparticule fluorescente, et d’un agent de thérapie, comme une molécule de chimiothérapie 

confère à la nanoparticule le statut de « théranostique ». Ainsi, dans un liposome contenant 

des QDs, ont été inclus du docetaxel [277] ou de la doxorubicine [278], ce qui a permis de 

visualiser des cellules en culture et de délivrer, dans le même temps, la substance 

anticancéreuse. A ce jour, aucune nanoparticule théranostique n’a été expérimentée pour la 

cartographie du GS et l’éradication des cellules métastatiques. 

 

 

140 



 

 Références bibliographiques 
 

 



Références bibliographiques 

[1] INCa, La situation du cancer en France en 2011. Collection Rapports & synthèses. 2011.  
[2] Belot A., Grosclaude P. et al., Cancer incidence and mortality in France over the period 1980-

2005. Rev Epidemiol Sante Publique. 2008, 56 (3): 159-175. 
[3] Lastier D., Salines E. et al., Programme de dépistage du cancer du sein en France : résultats 2007-

2008, évolutions depuis 2004. InVS. 2011.  
[4] Slamon D. J., Godolphin W. et al., Studies of the HER-2/neu proto-oncogene in human breast 

and ovarian cancer. Science. 1989, 244 (4905): 707-712. 
[5] Slamon D. J., Leyland-Jones B. et al., Use of chemotherapy plus a monoclonal antibody against 

HER2 for metastatic breast cancer that overexpresses HER2. N Engl J Med. 2001, 344 (11): 
783-792. 

[6] Nahta R., Esteva F. J., Herceptin: mechanisms of action and resistance. Cancer Lett. 2006, 232 
(2): 123-138. 

[7] Ladjemi M. Z., Jacot W. et al., Anti-HER2 vaccines: new prospects for breast cancer therapy. 
Cancer Immunol Immunother. 2010, 59 (9): 1295-1312. 

[8] Ladjemi M. Z., Chardes T. et al., Vaccination with human anti-trastuzumab anti-idiotype scFv 
reverses HER2 immunological tolerance and induces tumor immunity in 
MMTV.f.huHER2(Fo5) mice. Breast Cancer Res. 2011, 13 (1): R17. 

[9] Allen N. E., Beral V. et al., Moderate alcohol intake and cancer incidence in women. J Natl 
Cancer Inst. 2009, 101 (5): 296-305. 

[10] Merviel P., Jouvance O. et al., [Do there still exist risk factors for breast cancer?]. Gynecol 
Obstet Fertil. 2011, 39 (9): 486-490. 

[11] Weiss L. K., Burkman R. T. et al., Hormone replacement therapy regimens and breast cancer 
risk(1). Obstet Gynecol. 2002, 100 (6): 1148-1158. 

[12] Yoney A., Kucuk A. et al., Male breast cancer: a retrospective analysis. Cancer Radiother. 2009, 
13 (2): 103-107. 

[13] Ford D., Easton D. F. et al., Genetic heterogeneity and penetrance analysis of the BRCA1 and 
BRCA2 genes in breast cancer families. The Breast Cancer Linkage Consortium. Am J Hum 
Genet. 1998, 62 (3): 676-689. 

[14] http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/cancer-du-sein/le-sein Visité le 07/02/2012.  
[15] Scarff R. W., World Health O., Histological typing of breast tumours. World Health 

Organization. 1981.  
[16] Tavassoli F. A., Devilee P. et al., Pathology and genetics of tumours of the breast and female 

genital organs. IARC Press. 2003.  
[17] http://www.medespace.com/cancero/doc/sein.html. Visité le 11/02/2012.  
[18] http://www.cancerstaging.org/staging/index.html. Visité le 07/02/2012.  
[19] Singletary S. E., Allred C. et al., Revision of the American Joint Committee on Cancer staging 

system for breast cancer. J Clin Oncol. 2002, 20 (17): 3628-3636. 
[20] Hultborn K. A., Larsson L. G. et al., The lymph drainage from the breast to the axillary and 

parasternal lymph nodes, studied with the aid of colloidal Au198. Acta radiol. 1955, 43 (1): 
52-64. 

[21] Olivier J. B., Verhaeghe J. L. et al., [Functional anatomy of the lymphatic drainage of the 
breast: contribution of sentinel lymph node biopsy]. Ann Chir. 2006, 131 (10): 608-615. 

[22] Swartz M. H., Textbook of physical diagnosis: history and examination. Elsevier Health 
Sciences. 1998. Philadelphia. 

[23] Cabarrot E., Histoire naturelle des cancers du sein. Encycl Med Chir Gynécologie. 2000.  
[24] Sherwood L., Lockhart A. et al., Physiologie humaine. De Boeck. 2006.  
[25] von der Weid P. Y., Zawieja D. C., Lymphatic smooth muscle: the motor unit of lymph 

drainage. Int J Biochem Cell Biol. 2004, 36 (7): 1147-1153. 
[26] Witte M. H., Witte C. L., Physiology 301 (clinical correlation lectures): lymph formation greater 

than lymph absorption: the formula of edema. A second experiment in the teaching of 
lymphology to medical students. Lymphology. 1973, 6 (2): 101-109. 

[27] Rovenska E., Rovensky J., Lymphatic vessels: structure and function. Isr Med Assoc J. 2011, 13 
(12): 762-768. 

[28] Keshtgar M. R., Ell P. J., Sentinel lymph node detection and imaging. Eur J Nucl Med. 1999, 26 
(1): 57-67. 

142 



Références bibliographiques 

[29] Leak L. V., Burke J. F., Fine structure of the lymphatic capillary and the adjoining connective 
tissue area. Am J Anat. 1966, 118 (3): 785-809. 

[30] Alitalo K., Tammela T. et al., Lymphangiogenesis in development and human disease. Nature. 
2005, 438 (7070): 946-953. 

[31] Uren R. F., Howman-Giles R. et al., Patterns of lymphatic drainage from the skin in patients 
with melanoma. J Nucl Med. 2003, 44 (4): 570-582. 

[32] Olszewski W. L., Engeset A., Intrinsic contractility of prenodal lymph vessels and lymph flow in 
human leg. Am J Physiol. 1980, 239 (6): H775-783. 

[33] Shayan R., Achen M. G. et al., Lymphatic vessels in cancer metastasis: bridging the gaps. 
Carcinogenesis. 2006, 27 (9): 1729-1738. 

[34] He Y., Rajantie I. et al., Vascular endothelial cell growth factor receptor 3-mediated activation 
of lymphatic endothelium is crucial for tumor cell entry and spread via lymphatic vessels. 
Cancer Res. 2005, 65 (11): 4739-4746. 

[35] http://training.seer.cancer.gov/anatomy/lymphatic/components/nodes.html. Visité le 06/03/2012.  
[36] Gref R., Minamitake Y. et al., Biodegradable long-circulating polymeric nanospheres. Science. 

1994, 263 (5153): 1600-1603. 
[37] Frank M. M., Fries L. F., The role of complement in inflammation and phagocytosis. Immunol 

Today. 1991, 12 (9): 322-326. 
[38] Owens D. E., 3rd, Peppas N. A., Opsonization, biodistribution, and pharmacokinetics of 

polymeric nanoparticles. Int J Pharm. 2006, 307 (1): 93-102. 
[39] Peracchia M. T., Fattal E. et al., Stealth PEGylated polycyanoacrylate nanoparticles for 

intravenous administration and splenic targeting. J Control Release. 1999, 60 (1): 121-128. 
[40] Gould E. A., Winship T. et al., Observations on a "sentinel node" in cancer of the parotid. 

Cancer. 1960, 13: 77-78. 
[41] Cabanas R. M., An approach for the treatment of penile carcinoma. Cancer. 1977, 39 (2): 456-

466. 
[42] Morton D. L., Wen D. R. et al., Technical details of intraoperative lymphatic mapping for early 

stage melanoma. Arch Surg. 1992, 127 (4): 392-399. 
[43] Krag D. N., Weaver D. L. et al., Surgical resection and radiolocalization of the sentinel lymph 

node in breast cancer using a gamma probe. Surg Oncol. 1993, 2 (6): 335-340. 
[44] Giuliano A. E., Kirgan D. M. et al., Lymphatic mapping and sentinel lymphadenectomy for 

breast cancer. Ann Surg. 1994, 220 (3): 391-401. 
[45] Uren R. F., Cancer surgery joins the dots. Nat Biotechnol. 2004, 22 (1): 38-39. 
[46] Nathanson S. D., Insights into the mechanisms of lymph node metastasis. Cancer. 2003, 98 (2): 

413-423. 
[47] Weiss L., The pathobiology of metastasis within the lymphatic system. Surg Oncol Clin N Am. 

1996, 5 (1): 15-24. 
[48] Fisher B., Fisher E. R., The interrelationship of hematogenous and lymphatic tumor cell 

dissemination. Surg Gynecol Obstet. 1966, 122 (4): 791-798. 
[49] Adams R. H., Alitalo K., Molecular regulation of angiogenesis and lymphangiogenesis. Nat Rev 

Mol Cell Biol. 2007, 8 (6): 464-478. 
[50] Cady B., Use of primary breast carcinoma characteristics to predict lymph node metastases. 

Cancer. 1997, 79 (10): 1856-1864. 
[51] Cutuli B., Velten M. et al., Assessment of axillary lymph node involvement in small breast 

cancer: analysis of 893 cases. Clin Breast Cancer. 2001, 2 (1): 59-66. 
[52] Classe J. M., Baffert S. et al., Cost comparison of axillary sentinel lymph node detection and 

axillary lymphadenectomy in early breast cancer. A national study based on a prospective 
multi-institutional series of 985 patients 'on behalf of the Group of Surgeons from the French 
Unicancer Federation'. Ann Oncol. 2012, 23 (5): 1170-1177. 

[53] Knauer M., Konstantiniuk P. et al., Multicentric breast cancer: a new indication for sentinel 
node biopsy--a multi-institutional validation study. J Clin Oncol. 2006, 24 (21): 3374-3380. 

[54] Veronesi U., Galimberti V. et al., Sentinel node biopsy in breast cancer: early results in 953 
patients with negative sentinel node biopsy and no axillary dissection. Eur J Cancer. 2005, 41 
(2): 231-237. 

143 



Références bibliographiques 

[55] Groetelaers R. P., van Berlo C. L. et al., Axillary recurrences after negative sentinel lymph 
node biopsy under local anaesthesia for breast cancer: a follow-up study after 5 years. Eur J 
Surg Oncol. 2009, 35 (2): 159-163. 

[56] Defechereux T., Maweja S. et al., [Recent advances in breast cancer surgery: the sentinel-node 
biopsy technique]. Rev Med Liege. 2007, 62 (5-6): 410-413. 

[57] Bevilacqua J. L., Kattan M. W. et al., Doctor, what are my chances of having a positive sentinel 
node? A validated nomogram for risk estimation. J Clin Oncol. 2007, 25 (24): 3670-3679. 

[58] http://kce.fgov.be/sites/default/files/page_documents/kce_143b_recommandations_cancer_du_ 
sein_0.pdf. Visité le 19/03/2012.  

[59] Lyman G. H., Guidelines of the National Comprehensive Cancer Network on the use of myeloid 
growth factors with cancer chemotherapy: a review of the evidence. J Natl Compr Canc Netw. 
2005, 3 (4): 557-571. 

[60] Rovera F., Frattini F. et al., Axillary sentinel lymph node biopsy: an overview. Int J Surg. 2008, 
6 Suppl 1: S109-112. 

[61] HAS, INCa, Tumeur maligne, affection maligne du tissu lymphatique ou hématopoïétique, 
Cancer du sein.  2010.  

[62] Fisher B., Ravdin R. G. et al., Surgical adjuvant chemotherapy in cancer of the breast: results of 
a decade of cooperative investigation. Ann Surg. 1968, 168 (3): 337-356. 

[63] Bonadonna G., Valagussa P. et al., Adjuvant cyclophosphamide, methotrexate, and fluorouracil 
in node-positive breast cancer: the results of 20 years of follow-up. N Engl J Med. 1995, 332 
(14): 901-906. 

[64] Chauleur C., Vulliez L. et al., [Risk factors for tumor recurrence after breast conserving therapy: 
about 254 cases]. J Gynecol Obstet Biol Reprod (Paris). 2008, 37 (2): 170-178. 

[65] Carter C. L., Allen C. et al., Relation of tumor size, lymph node status, and survival in 24,740 
breast cancer cases. Cancer. 1989, 63 (1): 181-187. 

[66] McMasters K. M., Tuttle T. M. et al., Sentinel lymph node biopsy for breast cancer: a suitable 
alternative to routine axillary dissection in multi-institutional practice when optimal technique 
is used. J Clin Oncol. 2000, 18 (13): 2560-2566. 

[67] Dees E. C., Shulman L. N. et al., Does information from axillary dissection change treatment in 
clinically node-negative patients with breast cancer? An algorithm for assessment of impact of 
axillary dissection. Ann Surg. 1997, 226 (3): 279-287. 

[68] Bezu C., Coutant C. et al., Anaphylactic response to blue dye during sentinel lymph node 
biopsy. Surg Oncol. 2011, 20 (1): e55-59. 

[69] Eldrageely K., Vargas M. P. et al., Sentinel lymph node mapping of breast cancer: a case-
control study of methylene blue tracer compared to isosulfan blue. Am Surg. 2004, 70 (10): 
872-875. 

[70] Thevarajah S., Huston T. L. et al., A comparison of the adverse reactions associated with 
isosulfan blue versus methylene blue dye in sentinel lymph node biopsy for breast cancer. Am 
J Surg. 2005, 189 (2): 236-239. 

[71] Tellier F., Ravelo R. et al., Sentinel lymph node detection by an optical method using scattered 
photons. Biomed Opt Express. 2010, 1 (3): 902-910. 

[72] Hindie E., Groheux D. et al., [Sentinel node biopsy in breast cancer]. Bull Cancer. 2009, 96 (6): 
713-725. 

[73] Masannat Y., Shenoy H. et al., Properties and characteristics of the dyes injected to assist 
axillary sentinel node localization in breast surgery. Eur J Surg Oncol. 2006, 32 (4): 381-384. 

[74] Kopp W. L., Anaphylaxis from alphazurine 2G during lymphography. Jama. 1966, 198 (6): 668-
669. 

[75] Beenen E., de Roy van Zuidewijn D. B., Patients blue on patent blue: an adverse reaction during 
four sentinel node procedures. Surg Oncol. 2005, 14 (4): 151-154. 

[76] Barthelmes L., Goyal A. et al., Adverse reactions to patent blue V dye - The NEW START and 
ALMANAC experience. Eur J Surg Oncol. 2010, 36 (4): 399-403. 

[77] Cady B., Consensus on sentinel node biopsy. Breast J. 2002, 8 (3): 123-125. 
[78] Kalimo K., Jansen C. T. et al., Sensitivity to Patent Blue dye during skin-prick testing and 

lymphography. A retrospective and prospective study. Radiology. 1981, 141 (2): 365-367. 

144 



Références bibliographiques 

[79] Heinle E., Burdumy T. et al., Factitious oxygen desaturation after isosulfan blue injection. Am 
Surg. 2003, 69 (10): 899-901. 

[80] Sadiq T. S., Burns W. W., 3rd et al., Blue urticaria: a previously unreported adverse event 
associated with isosulfan blue. Arch Surg. 2001, 136 (12): 1433-1435. 

[81] Yusim Y., Livingstone D. et al., Blue dyes, blue people: the systemic effects of blue dyes when 
administered via different routes. J Clin Anesth. 2007, 19 (4): 315-321. 

[82] Govaert G. A., Oostenbroek R. J. et al., Prolonged skin staining after intradermal use of patent 
blue in sentinel lymph node biopsy for breast cancer. Eur J Surg Oncol. 2005, 31 (4): 373-
375. 

[83] Krag D., Weaver D. et al., The sentinel node in breast cancer--a multicenter validation study. N 
Engl J Med. 1998, 339 (14): 941-946. 

[84] Higashi H., Natsugoe S. et al., Particle size of tin and phytate colloid in sentinel node 
identification. J Surg Res. 2004, 121 (1): 1-4. 

[85] Lens M., Sentinel lymph node biopsy in melanoma patients. J Eur Acad Dermatol Venereol. 
2010, 24 (9): 1005-1012. 

[86] Chen S. L., Iddings D. M. et al., Lymphatic mapping and sentinel node analysis: current 
concepts and applications. CA Cancer J Clin. 2006, 56 (5): 292-309; quiz 316-297. 

[87] Tuttle T. M., Zogakis T. G. et al., A review of technical aspects of sentinel lymph node 
identification for breast cancer. J Am Coll Surg. 2002, 195 (2): 261-268. 

[88] Uren R. F., Howman-Giles R. B. et al., Role of lymphoscintigraphy for selective sentinel 
lymphadenectomy. Cancer Treat Res. 2005, 127: 15-38. 

[89] McMasters K. M., Wong S. L. et al., Preoperative lymphoscintigraphy for breast cancer does 
not improve the ability to identify axillary sentinel lymph nodes. Ann Surg. 2000, 231 (5): 
724-731. 

[90] Dupont E., Cox C. E. et al., Utility of internal mammary lymph node removal when noted by 
intraoperative gamma probe detection. Ann Surg Oncol. 2001, 8 (10): 833-836. 

[91] Cox C. E., Pendas S. et al., Guidelines for sentinel node biopsy and lymphatic mapping of 
patients with breast cancer. Ann Surg. 1998, 227 (5): 645-653. 

[92] Nejc D., Wrzesien M. et al., Sentinel node biopsy in patients with breast cancer--evaluation of 
exposure to radiation of medical staff. Eur J Surg Oncol. 2006, 32 (2): 133-138. 

[93] Classe J. M., Evaluation médico-économique de la technique du ganglion sentinelle comparée au 
curage ganglionnaire dans les cancers du sein opérables d’emblée, INCa, 2008. 

[94] Albertini J. J., Lyman G. H. et al., Lymphatic mapping and sentinel node biopsy in the patient 
with breast cancer. Jama. 1996, 276 (22): 1818-1822. 

[95] Hung W. K., Chan C. M. et al., Randomized clinical trial comparing blue dye with combined 
dye and isotope for sentinel lymph node biopsy in breast cancer. Br J Surg. 2005, 92 (12): 
1494-1497. 

[96] ANAES, La technique du ganglion sentinelle dans le cancer du sein - Rapport d'étape, 2002. 
[97] Namer M., Gligorov J. et al., Recommandation pour la pratique clinique St-Paul-de-Vence « 

Cancers du sein », Saint-Paul-de-Vence, 2005. 
[98] Bass S. S., Cox C. E. et al., The effects of postinjection massage on the sensitivity of lymphatic 

mapping in breast cancer. J Am Coll Surg. 2001, 192 (1): 9-16. 
[99] Uren R. F., Howman-Giles R. et al., Lymphatic mapping of the breast: locating the sentinel 

lymph nodes. World J Surg. 2001, 25 (6): 789-793. 
[100] Birdwell R. L., Smith K. L. et al., Breast cancer: variables affecting sentinel lymph node 

visualization at preoperative lymphoscintigraphy. Radiology. 2001, 220 (1): 47-53. 
[101] Derossis A. M., Fey J. V. et al., Obesity influences outcome of sentinel lymph node biopsy in 

early-stage breast cancer. J Am Coll Surg. 2003, 197 (6): 896-901. 
[102] Goyal A., Newcombe R. G. et al., Factors affecting failed localisation and false-negative rates 

of sentinel node biopsy in breast cancer--results of the ALMANAC validation phase. Breast 
Cancer Res Treat. 2006, 99 (2): 203-208. 

[103] Goyal A., Douglas-Jones A. G. et al., Effect of lymphatic tumor burden on sentinel lymph node 
biopsy in breast cancer. Breast J. 2005, 11 (3): 188-194. 

145 



Références bibliographiques 

[104] Brenot-Rossi I., Houvenaeghel G. et al., Nonvisualization of axillary sentinel node during 
lymphoscintigraphy: is there a pathologic significance in breast cancer? J Nucl Med. 2003, 44 
(8): 1232-1237. 

[105] Leijte J. A., van der Ploeg I. M. et al., Visualization of tumor blockage and rerouting of 
lymphatic drainage in penile cancer patients by use of SPECT/CT. J Nucl Med. 2009, 50 (3): 
364-367. 

[106] Lam T. K., Uren R. F. et al., False-negative sentinel node biopsy because of obstruction of 
lymphatics by metastatic melanoma: the value of ultrasound in conjunction with preoperative 
lymphoscintigraphy. Melanoma Res. 2009, 19 (2): 94-99. 

[107] Estourgie S. H., Nieweg O. E. et al., Eight false negative sentinel node procedures in breast 
cancer: what went wrong? Eur J Surg Oncol. 2003, 29 (4): 336-340. 

[108] Krag D. N., Ashikaga T. et al., Development of Sentinel Node Targeting Technique in Breast 
Cancer Patients. The Breast Journal. 1998, 4 (2): 67-74. 

[109] Tafra L., Lannin D. R. et al., Multicenter trial of sentinel node biopsy for breast cancer using 
both technetium sulfur colloid and isosulfan blue dye. Ann Surg. 2001, 233 (1): 51-59. 

[110] Tanis P. J., Nieweg O. E. et al., Anatomy and physiology of lymphatic drainage of the breast 
from the perspective of sentinel node biopsy. J Am Coll Surg. 2001, 192 (3): 399-409. 

[111] Borgstein P. J., Meijer S. et al., Intradermal blue dye to identify sentinel lymph-node in breast 
cancer. Lancet. 1997, 349 (9066): 1668-1669. 

[112] McMasters K. M., Wong S. L. et al., Dermal injection of radioactive colloid is superior to 
peritumoral injection for breast cancer sentinel lymph node biopsy: results of a 
multiinstitutional study. Ann Surg. 2001, 233 (5): 676-687. 

[113] Klimberg V. S., Rubio I. T. et al., Subareolar versus peritumoral injection for location of the 
sentinel lymph node. Ann Surg. 1999, 229 (6): 860-865. 

[114] Rodier J. F., Velten M. et al., Prospective multicentric randomized study comparing periareolar 
and peritumoral injection of radiotracer and blue dye for the detection of sentinel lymph node 
in breast sparing procedures: FRANSENODE trial. J Clin Oncol. 2007, 25 (24): 3664-3669. 

[115] Tanis P. J., Nieweg O. E. et al., History of sentinel node and validation of the technique. Breast 
Cancer Res. 2001, 3 (2): 109-112. 

[116] Estourgie S. H., Nieweg O. E. et al., Lymphatic drainage patterns from the breast. Ann Surg. 
2004, 239 (2): 232-237. 

[117] Krag D., Harlow S. et al., Technique of sentinel node resection in melanoma and breast cancer: 
probe-guided surgery and lymphatic mapping. Eur J Surg Oncol. 1998, 24 (2): 89-93. 

[118] McMasters K. M., Wong S. L. et al., Defining the optimal surgeon experience for breast 
cancer sentinel lymph node biopsy: a model for implementation of new surgical techniques. 
Ann Surg. 2001, 234 (3): 292-300. 

[119] Clarke D., Newcombe R. G. et al., The learning curve in sentinel node biopsy: the ALMANAC 
experience. Ann Surg Oncol. 2004, 11 (3 Suppl): 211S-215S. 

[120] Classe J. M., Houvenaeghel G. et al., [Sentinel node detection applied to breast cancer: 2007 
update]. J Gynecol Obstet Biol Reprod (Paris). 2007, 36 (4): 329-337. 

[121] Moll R., Franke W. W. et al., The catalog of human cytokeratins: patterns of expression in 
normal epithelia, tumors and cultured cells. Cell. 1982, 31 (1): 11-24. 

[122] Backus J., Laughlin T. et al., Identification and characterization of optimal gene expression 
markers for detection of breast cancer metastasis. J Mol Diagn. 2005, 7 (3): 327-336. 

[123] Chu P. G., Weiss L. M., Keratin expression in human tissues and neoplasms. Histopathology. 
2002, 40 (5): 403-439. 

[124] van Diest P. J., Peterse H. L. et al., Pathological investigation of sentinel lymph nodes. Eur J 
Nucl Med. 1999, 26 (4 Suppl): S43-49. 

[125] Cserni G., Gregori D. et al., Meta-analysis of non-sentinel node metastases associated with 
micrometastatic sentinel nodes in breast cancer. Br J Surg. 2004, 91 (10): 1245-1252. 

[126] McCready D. R., Yong W. S. et al., Influence of the new AJCC breast cancer staging system 
on sentinel lymph node positivity and false-negative rates. J Natl Cancer Inst. 2004, 96 (11): 
873-875. 

 

146 



Références bibliographiques 

[127] Viale G., Dell'Orto P. et al., Comparative evaluation of an extensive histopathologic 
examination and a real-time reverse-transcription-polymerase chain reaction assay for 
mammaglobin and cytokeratin 19 on axillary sentinel lymph nodes of breast carcinoma 
patients. Ann Surg. 2008, 247 (1): 136-142. 

[128] Tsujimoto M., Nakabayashi K. et al., One-step nucleic acid amplification for intraoperative 
detection of lymph node metastasis in breast cancer patients. Clin Cancer Res. 2007, 13 (16): 
4807-4816. 

[129] Hughes S. J., Xi L. et al., A rapid, fully automated, molecular-based assay accurately analyzes 
sentinel lymph nodes for the presence of metastatic breast cancer. Ann Surg. 2006, 243 (3): 
389-398. 

[130] Snook K. L., Layer G. T. et al., Multicentre evaluation of intraoperative molecular analysis of 
sentinel lymph nodes in breast carcinoma. Br J Surg. 2011, 98 (4): 527-535. 

[131] Weigelt B., Verduijn P. et al., Detection of metastases in sentinel lymph nodes of breast cancer 
patients by multiple mRNA markers. Br J Cancer. 2004, 90 (8): 1531-1537. 

[132] Visser M., Jiwa M. et al., Intra-operative rapid diagnostic method based on CK19 mRNA 
expression for the detection of lymph node metastases in breast cancer. Int J Cancer. 2008, 
122 (11): 2562-2567. 

[133] Lakowicz J. R., Principles of fluorescence spectroscopy. Springer. 2006.  
[134] Lucarelli R. T., Ogawa M. et al., New approaches to lymphatic imaging. Lymphat Res Biol. 

2009, 7 (4): 205-214. 
[135] Stuker F., Ripoll J. et al., Fluorescence Molecular Tomography: Principles and Potential for 

Pharmaceutical Research. Pharmaceutics. 2011, 3 (2): 229-274. 
[136] Mahmood U., Weissleder R., Near-infrared optical imaging of proteases in cancer. Mol Cancer 

Ther. 2003, 2 (5): 489-496. 
[137] Weissleder R., Ntziachristos V., Shedding light onto live molecular targets. Nat Med. 2003, 9 

(1): 123-128. 
[138] Ntziachristos V., Bremer C. et al., Fluorescence imaging with near-infrared light: new 

technological advances that enable in vivo molecular imaging. Eur Radiol. 2003, 13 (1): 195-
208. 

[139] Reuthebuch O., Haussler A. et al., Novadaq SPY: intraoperative quality assessment in off-
pump coronary artery bypass grafting. Chest. 2004, 125 (2): 418-424. 

[140] Tobis S., Knopf J. K. et al., Robot-Assisted and Laparoscopic Partial Nephrectomy with Near 
Infrared Fluorescence Imaging. J Endourol. 2012:  

[141] Noura S., Ohue M. et al., Feasibility of a lateral region sentinel node biopsy of lower rectal 
cancer guided by indocyanine green using a near-infrared camera system. Ann Surg Oncol. 
2010, 17 (1): 144-151. 

[142] Holm C., Tegeler J. et al., Monitoring free flaps using laser-induced fluorescence of 
indocyanine green: a preliminary experience. Microsurgery. 2002, 22 (7): 278-287. 

[143] Pic E., Bezdetnaya L. et al., Quantification techniques and biodistribution of semiconductor 
quantum dots. Anticancer Agents Med Chem. 2009, 9 (3): 295-303. 

[144] Troyan S. L., Kianzad V. et al., The FLARE intraoperative near-infrared fluorescence imaging 
system: a first-in-human clinical trial in breast cancer sentinel lymph node mapping. Ann Surg 
Oncol. 2009, 16 (10): 2943-2952. 

[145] Gioux S., Choi H. S. et al., Image-guided surgery using invisible near-infrared light: 
fundamentals of clinical translation. Mol Imaging. 2010, 9 (5): 237-255. 

[146] Zimmer J. P., Kim S. W. et al., Size series of small indium arsenide-zinc selenide core-shell 
nanocrystals and their application to in vivo imaging. J Am Chem Soc. 2006, 128 (8): 2526-
2527. 

[147] Cai X., Li W. et al., In vivo quantitative evaluation of the transport kinetics of gold nanocages 
in a lymphatic system by noninvasive photoacoustic tomography. ACS Nano. 2011, 5 (12): 
9658-9667. 

[148] Uren R. F., Howman-Giles R. B. et al., Regarding sentinel lymph node localization in early 
breast cancer. J Nucl Med. 1999, 40 (8): 1403-1406. 

[149] Choi H. S., Liu W. et al., Renal clearance of quantum dots. Nat Biotechnol. 2007, 25 (10): 
1165-1170. 

147 



Références bibliographiques 

[150] Burns A. A., Vider J. et al., Fluorescent silica nanoparticles with efficient urinary excretion for 
nanomedicine. Nano Lett. 2009, 9 (1): 442-448. 

[151] Ballou B., Lagerholm B. C. et al., Noninvasive imaging of quantum dots in mice. Bioconjug 
Chem. 2004, 15 (1): 79-86. 

[152] He X., Nie H. et al., In vivo study of biodistribution and urinary excretion of surface-modified 
silica nanoparticles. Anal Chem. 2008, 80 (24): 9597-9603. 

[153] Choi J., Burns A. A. et al., Core-shell silica nanoparticles as fluorescent labels for 
nanomedicine. J Biomed Opt. 2007, 12 (6): 064007. 

[154] Fischer H., Liu L. et al., Pharmacokinetics of Nanoscale Quantum Dots In Vivo Distribution, 
Sequestration, and Clearance in the Rat. Advanced Functional Materials. 2006, 16: 1299-
1305. 

[155] Renaud G., Hamilton R. L. et al., Hepatic metabolism of colloidal gold-low-density 
lipoprotein complexes in the rat: evidence for bulk excretion of lysosomal contents into bile. 
Hepatology. 1989, 9 (3): 380-392. 

[156] Kumar R., Roy I. et al., In vivo biodistribution and clearance studies using multimodal 
organically modified silica nanoparticles. ACS Nano. 2010, 4 (2): 699-708. 

[157] Ballou B., Ernst L. A. et al., Sentinel lymph node imaging using quantum dots in mouse tumor 
models. Bioconjug Chem. 2007, 18 (2): 389-396. 

[158] Schipper M. L., Cheng Z. et al., microPET-based biodistribution of quantum dots in living 
mice. J Nucl Med. 2007, 48 (9): 1511-1518. 

[159] Zhang F., Lees E. et al., Polymer-coated nanoparticles: a universal tool for biolabelling 
experiments. Small. 2011, 7 (22): 3113-3127. 

[160] Dubertret B., Skourides P. et al., In vivo imaging of quantum dots encapsulated in 
phospholipid micelles. Science. 2002, 298 (5599): 1759-1762. 

[161] Moghimi S. M., Rajabi-Siahboomi R., Advanced colloid-based systems for efficient delivery 
of drugs and diagnostic agents to the lymphatic tissues. Prog Biophys Mol Biol. 1996, 65 (3): 
221-249. 

[162] Alexis F., Pridgen E. et al., Factors affecting the clearance and biodistribution of polymeric 
nanoparticles. Mol Pharm. 2008, 5 (4): 505-515. 

[163] Faure A. C., Dufort S. et al., Control of the in vivo biodistribution of hybrid nanoparticles with 
different poly(ethylene glycol) coatings. Small. 2009, 5 (22): 2565-2575. 

[164] Souris J. S., Lee C. H. et al., Surface charge-mediated rapid hepatobiliary excretion of 
mesoporous silica nanoparticles. Biomaterials. 2010, 31 (21): 5564-5574. 

[165] Bhadra D., Bhadra S. et al., Pegnology: a review of PEG-ylated systems. Pharmazie. 2002, 57 
(1): 5-29. 

[166] Gref R., Luck M. et al., 'Stealth' corona-core nanoparticles surface modified by polyethylene 
glycol (PEG): influences of the corona (PEG chain length and surface density) and of the core 
composition on phagocytic uptake and plasma protein adsorption. Colloids Surf B 
Biointerfaces. 2000, 18 (3-4): 301-313. 

[167] Allen C., Dos Santos N. et al., Controlling the physical behavior and biological performance of 
liposome formulations through use of surface grafted poly(ethylene glycol). Biosci Rep. 2002, 
22 (2): 225-250. 

[168] Levchenko T. S., Rammohan R. et al., Liposome clearance in mice: the effect of a separate 
and combined presence of surface charge and polymer coating. Int J Pharm. 2002, 240 (1-2): 
95-102. 

[169] Allen T. M., Hansen C. B. et al., Subcutaneous administration of liposomes: a comparison with 
the intravenous and intraperitoneal routes of injection. Biochim Biophys Acta. 1993, 1150 (1): 
9-16. 

[170] Wilson K. D., Raney S. G. et al., Effects of intravenous and subcutaneous administration on the 
pharmacokinetics, biodistribution, cellular uptake and immunostimulatory activity of CpG 
ODN encapsulated in liposomal nanoparticles. Int Immunopharmacol. 2007, 7 (8): 1064-1075. 

[171] Harivardhan Reddy L., Sharma R. K. et al., Influence of administration route on tumor 
uptake and biodistribution of etoposide loaded solid lipid nanoparticles in Dalton's lymphoma 
tumor bearing mice. J Control Release. 2005, 105 (3): 185-198. 

148 



Références bibliographiques 

[172] Resch-Genger U., Grabolle M. et al., Quantum dots versus organic dyes as fluorescent labels. 
Nat Methods. 2008, 5 (9): 763-775. 

[173] Buckle T., van Leeuwen A. C. et al., A self-assembled multimodal complex for combined pre- 
and intraoperative imaging of the sentinel lymph node. Nanotechnology. 2010, 21 (35): 
355101. 

[174] Gravier J., Navarro F. P. et al., Lipidots: competitive organic alternative to quantum dots for 
in vivo fluorescence imaging. J Biomed Opt. 2011, 16 (9): 096013. 

[175] Vera D. R., Hall D. J. et al., Cy5.5-DTPA-galactosyl-dextran: a fluorescent probe for in vivo 
measurement of receptor biochemistry. Nucl Med Biol. 2005, 32 (7): 687-693. 

[176] Cartier R., Kaufner L. et al., Latex nanoparticles for multimodal imaging and detection in 
vivo. Nanotechnology. 2007, 18 (19): 195102. 

[177] Zanarini S., Rampazzo E. et al., Ru(bpy)3 Covalently Doped Silica Nanoparticles as 
Multicenter Tunable Structures for Electrochemiluminescence Amplification. Journal of the 
American Chemical Society. 2009, 131 (6): 2260-2267. 

[178] Wang L., Wang K. et al., Watching Silica Nanoparticles Glow in the Biological World. 
Analytical Chemistry. 2006, 78 (3): 646-654. 

[179] Zamboni W. C., Torchilin V. et al., Best Practices in Cancer Nanotechnology: Perspective 
from NCI Nanotechnology Alliance. Clin Cancer Res. 2012, 18 (12): 3229-3241. 

[180] Zrazhevskiy P., Sena M. et al., Designing multifunctional quantum dots for bioimaging, 
detection, and drug delivery. Chem Soc Rev. 2010, 39 (11): 4326-4354. 

[181] Gomez D. E., Califano M. et al., Optical properties of single semiconductor nanocrystals. Phys 
Chem Chem Phys. 2006, 8 (43): 4989-5011. 

[182] Alivisatos A. P., Perspectives on the Physical Chemistry of Semiconductor Nanocrystals. The 
Journal of Physical Chemistry. 1996, 100 (31): 13226-13239. 

[183] Gao X., Yang L. et al., In vivo molecular and cellular imaging with quantum dots. Curr Opin 
Biotechnol. 2005, 16 (1): 63-72. 

[184] Chan W. C., Maxwell D. J. et al., Luminescent quantum dots for multiplexed biological 
detection and imaging. Curr Opin Biotechnol. 2002, 13 (1): 40-46. 

[185] Barat B., Sirk S. J. et al., Cys-diabody quantum dot conjugates (immunoQdots) for cancer 
marker detection. Bioconjug Chem. 2009, 20 (8): 1474-1481. 

[186] Ma N., Tikhomirov G. et al., Nucleic acid-passivated semiconductor nanocrystals: 
biomolecular templating of form and function. Acc Chem Res. 2010, 43 (2): 173-180. 

[187] Hardman R., A toxicologic review of quantum dots: toxicity depends on physicochemical and 
environmental factors. Environ Health Perspect. 2006, 114 (2): 165-172. 

[188] Winnik F. M., Maysinger D., Quantum Dot Cytotoxicity and Ways To Reduce It. Acc Chem 
Res. 2012:  

[189] Lovric J., Bazzi H. S. et al., Differences in subcellular distribution and toxicity of green and red 
emitting CdTe quantum dots. J Mol Med (Berl). 2005, 83 (5): 377-385. 

[190] Yang H., Liu C. et al., Comparative study of cytotoxicity, oxidative stress and genotoxicity 
induced by four typical nanomaterials: the role of particle size, shape and composition. J Appl 
Toxicol. 2009, 29 (1): 69-78. 

[191] Albanese A., Sykes E. A. et al., Rough around the Edges: The Inflammatory Response of 
Microglial Cells to Spiky Nanoparticles. ACS Nano. 2010, 4 (5): 2490-2493. 

[192] Schrand A. M., Dai L. et al., Toxicity testing of nanomaterials. Adv Exp Med Biol. 2012, 745: 
58-75. 

[193] Schrand A. M., Rahman M. F. et al., Metal-based nanoparticles and their toxicity assessment. 
Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol. 2010, 2 (5): 544-568. 

[194] Hoshino A., Hanaki K. et al., Applications of T-lymphoma labeled with fluorescent quantum 
dots to cell tracing markers in mouse body. Biochem Biophys Res Commun. 2004, 314 (1): 46-
53. 

[195] Hoshino A., Fujioka K. et al., Physicochemical Properties and Cellular Toxicity of Nanocrystal 
Quantum Dots Depend on Their Surface Modification. Nano Letters. 2004, 4 (11): 2163-2169. 

[196] Rzigalinski B. A., Strobl J. S., Cadmium-containing nanoparticles: perspectives on 
pharmacology and toxicology of quantum dots. Toxicol Appl Pharmacol. 2009, 238 (3): 280-
288. 

149 



Références bibliographiques 

[197] Derfus A., Chan W. C. W. et al., Probing the cytotoxicity of CdSe quantum dots with surface 
modification. Nano Letters,. 2004, 4 (1): 11-18. 

[198] Kirchner C., Liedl T. et al., Cytotoxicity of colloidal CdSe and CdSe/ZnS nanoparticles. Nano 
Lett. 2005, 5 (2): 331-338. 

[199] Lovric J., Cho S. J. et al., Unmodified cadmium telluride quantum dots induce reactive oxygen 
species formation leading to multiple organelle damage and cell death. Chem Biol. 2005, 12 
(11): 1227-1234. 

[200] Shiohara A., Hoshino A. et al., On the cyto-toxicity caused by quantum dots. Microbiol 
Immunol. 2004, 48 (9): 669-675. 

[201] Cassette E., Pons T. et al., Synthesis and Characterization of Near-Infrared Cu−In−Se/ZnS 
Core/Shell Quantum Dots for In vivo Imaging. Chem Mater. 2010, 22 (22): 6117–6124. 

[202] Jaiswal J. K., Mattoussi H. et al., Long-term multiple color imaging of live cells using 
quantum dot bioconjugates. Nat Biotechnol. 2003, 21 (1): 47-51. 

[203] Gao X., Chan W. C. et al., Quantum-dot nanocrystals for ultrasensitive biological labeling and 
multicolor optical encoding. J Biomed Opt. 2002, 7 (4): 532-537. 

[204] Wu X., Liu H. et al., Immunofluorescent labeling of cancer marker Her2 and other cellular 
targets with semiconductor quantum dots. Nat Biotechnol. 2003, 21 (1): 41-46. 

[205] Voura E. B., Jaiswal J. K. et al., Tracking metastatic tumor cell extravasation with quantum 
dot nanocrystals and fluorescence emission-scanning microscopy. Nat Med. 2004, 10 (9): 993-
998. 

[206] Chen M. L., Liu J. W. et al., Conjugation of quantum dots with graphene for fluorescence 
imaging of live cells. Analyst. 2011, 136 (20): 4277-4283. 

[207] Hauck T. S., Anderson R. E. et al., In vivo quantum-dot toxicity assessment. Small. 2010, 6 
(1): 138-144. 

[208] Gao X., Cui Y. et al., In vivo cancer targeting and imaging with semiconductor quantum dots. 
Nat Biotechnol. 2004, 22 (8): 969-976. 

[209] Akerman M. E., Chan W. C. et al., Nanocrystal targeting in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2002, 99 (20): 12617-12621. 

[210] Su Y., Peng F. et al., In vivo distribution, pharmacokinetics, and toxicity of aqueous 
synthesized cadmium-containing quantum dots. Biomaterials. 2011, 32 (25): 5855-5862. 

[211] Fruijtier-Polloth C., The toxicological mode of action and the safety of synthetic amorphous 
silica-A nanostructured material. Toxicology. 2012, 294 (2-3): 61-79. 

[212] Stöber W., Fink A. et al., Controlled growth of monodisperse silica spheres in the micron size 
range. Journal of Colloid and Interface Science. 1968, 26 (1): 62-69. 

[213] Van Blaaderen A., Vrij A., Synthesis and characterization of colloidal dispersions of 
fluorescent, monodisperse silica spheres. Langmuir. 1992, 8 (12): 2921-2931. 

[214] Nyffenegger R., Quellet C. et al., Synthesis of Fluorescent, Monodisperse, Colloidal Silica 
Particles. Journal of Colloid and Interface Science. 1993, 159 (1): 150. 

[215] Verhaegh N. A. M., Blaaderen A. v., Dispersions of Rhodamine-Labeled Silica Spheres: 
Synthesis, Characterization, and Fluorescence Confocal Scanning Laser Microscopy. 
Langmuir. 1994, 10 (5): 1427-1438. 

[216] Zhao X., Bagwe R. P. et al., Development of Organic-Dye-Doped Silica Nanoparticles in a 
Reverse Microemulsion. Advanced Materials. 2004, 16 (2): 173-176. 

[217] Zanarini S., Rampazzo E. et al., Iridium Doped Silica-PEG Nanoparticles: Enabling 
Electrochemiluminescence of Neutral Complexes in Aqueous Media. Journal of the American 
Chemical Society. 2009, 131 (40): 14208-14209. 

[218] Bonacchi S., Genovese D. et al., Luminescent silica nanoparticles: extending the frontiers of 
brightness. Angew Chem Int Ed Engl. 2011, 50 (18): 4056-4066. 

[219] Haugland R. P., Gregory J. et al., Handbook of fluorescent probes and research products. 
Molecular Probes. 2002.  

[220] Juris R., Dye doped, core/shell silica nanoparticles: Synthesis, characterization & 
biotechnological applications. 2012, Thèse de sciences chimiques, Université de Bologne, 
Italie. 

150 



Références bibliographiques 

[221] Kühn S., Mori G. et al., Modification of single molecule fluorescence close to a nanostructure: 
radiation pattern, spontaneous emission and quenching. Molecular Physics. 2008, 106 (7): 
893-908. 

[222] Ow H., Larson D. R. et al., Bright and stable core-shell fluorescent silica nanoparticles. Nano 
Lett. 2005, 5 (1): 113-117. 

[223] Sinclair R. S., The light stability and photodegradation of dyes. Photochemistry and 
Photobiology. 1980, 31 (6): 627-629. 

[224] Bonnett R., Martinez G., Photobleaching of sensitisers used in photodynamic therapy. 
Tetrahedron. 2001, 57 (47): 9513-9547. 

[225] Kneuer C., Sameti M. et al., A nonviral DNA delivery system based on surface modified 
silica-nanoparticles can efficiently transfect cells in vitro. Bioconjug Chem. 2000, 11 (6): 926-
932. 

[226] Luo D., Han E. et al., A self-assembled, modular DNA delivery system mediated by silica 
nanoparticles. J Control Release. 2004, 95 (2): 333-341. 

[227] Zhu S. G., Xiang J. J. et al., Poly(L-lysine)-modified silica nanoparticles for the delivery of 
antisense oligonucleotides. Biotechnol Appl Biochem. 2004, 39 (Pt 2): 179-187. 

[228] Law W.-C., Yong K.-T. et al., Optically and Magnetically Doped Organically Modified Silica 
Nanoparticles as Efficient Magnetically Guided Biomarkers for Two-Photon Imaging of Live 
Cancer Cells. The Journal of Physical Chemistry C. 2008, 112 (21): 7972-7977. 

[229] Brown S. C., Kamal M. et al., Influence of shape, adhension and simulated lung mechanics on 
amorphous silica nanoparticle toxicity. Advanced Powder Technology. 2007, 18 (1): 69-79. 

[230] Yu K., Grabinski C. et al., Toxicity of amorphous silica nanoparticles in mouse keratinocytes. 
Journal of Nanoparticle Research. 2009, 11 (1): 15-24. 

[231] Emerich D. F., Nanomedicine--prospective therapeutic and diagnostic applications. Expert 
Opin Biol Ther. 2005, 5 (1): 1-5. 

[232] Vivero-Escoto J. L., Taylor-Pashow K. M. et al., Multifunctional mesoporous silica 
nanospheres with cleavable Gd(III) chelates as MRI contrast agents: synthesis, 
characterization, target-specificity, and renal clearance. Small. 2011, 7 (24): 3519-3528. 

[233] Jeon Y. H., Kim Y. H. et al., In vivo imaging of sentinel nodes using fluorescent silica 
nanoparticles in living mice. Mol Imaging Biol. 2010, 12 (2): 155-162. 

[234] Kim S., Ohulchanskyy T. Y. et al., Organically modified silica nanoparticles co-encapsulating 
photosensitizing drug and aggregation-enhanced two-photon absorbing fluorescent dye 
aggregates for two-photon photodynamic therapy. J Am Chem Soc. 2007, 129 (9): 2669-2675. 

[235] Park J. H., Gu L. et al., Biodegradable luminescent porous silicon nanoparticles for in vivo 
applications. Nat Mater. 2009, 8 (4): 331-336. 

[236] Robe A., Pic E. et al., Quantum dots in axillary lymph node mapping: biodistribution study in 
healthy mice. BMC Cancer. 2008, 8: 111. 

[237] Pic E., Pons T. et al., Fluorescence Imaging and Whole-Body Biodistribution of Near-Infrared-
Emitting Quantum Dots after Subcutaneous Injection for Regional Lymph Node Mapping in 
Mice. Mol Imaging Biol. 2009, 12 (4): 394-405. 

[238] Pons T., Pic E. et al., Cadmium-free CuInS2/ZnS quantum dots for sentinel lymph node 
imaging with reduced toxicity. ACS Nano. 2010, 4 (5): 2531-2538. 

[239] Rampazzo E., Boschi F. et al., Multicolor core/shell silica nanoparticles for in vivo and ex vivo 
imaging. Nanoscale. 2012, 4 (3): 824-830. 

[240] Rampazzo E., Bonacchi S. et al., Energy Transfer from Silica Core - Surfactant Shell 
Nanoparticles to Hosted Molecular Fluorophores. The Journal of Physical Chemistry B. 2010, 
114 (45): 14605-14613. 

[241] Levitz S. M., Diamond R. D., A rapid colorimetric assay of fungal viability with the 
tetrazolium salt MTT. J Infect Dis. 1985, 152 (5): 938-945. 

[242] Chouly C., Bordenave L. et al., In vitro study of the hemocompatibility of superparamagnetic 
contrast agent for magnetic resonance imaging. Clin Mater. 1994, 15 (4): 293-301. 

[243] Goodman C. M., McCusker C. D. et al., Toxicity of gold nanoparticles functionalized with 
cationic and anionic side chains. Bioconjug Chem. 2004, 15 (4): 897-900. 

[244] Slowing I., Wu C. W. et al., Mesoporous silica nanoparticles for reducing hemolytic activity 
towards mammalian red blood cells. Small. 2009, 5 (1): 57-62. 

151 



Références bibliographiques 

[245] Pickering J. W., Prahl S. A. et al., Double-integrating-sphere system for measuring the optical 
properties of tissue. Appl Opt. 1993, 32 (4): 399-410. 

[246] http://omlc.ogi.edu/software/iad/index.html. Visité le 21/05/2012.  
[247] http://omlc.ogi.edu/calc/mie_calc.html. Visité le 21/05/2012.  
[248] De Grand A. M., Lomnes S. J. et al., Tissue-like phantoms for near-infrared fluorescence 

imaging system assessment and the training of surgeons. J Biomed Opt. 2006, 11 (1): 014007. 
[249] Rattan S. I., Targeting the age-related occurrence, removal, and accumulation of molecular 

damage by hormesis. Ann N Y Acad Sci. 2010, 1197: 28-32. 
[250] Ohnishi S., Lomnes S. J. et al., Organic alternatives to quantum dots for intraoperative near-

infrared fluorescent sentinel lymph node mapping. Mol Imaging. 2005, 4 (3): 172-181. 
[251] Aoyama K., Kamio T. et al., Sentinel lymph node biopsy for breast cancer patients using 

fluorescence navigation with indocyanine green. World J Surg Oncol. 2011, 9: 157. 
[252] Namikawa K., Yamazaki N., Sentinel lymph node biopsy guided by indocyanine green 

fluorescence for cutaneous melanoma. Eur J Dermatol. 2011, 21 (2): 184-190. 
[253] He Q., Zhang J. et al., The effect of PEGylation of mesoporous silica nanoparticles on 

nonspecific binding of serum proteins and cellular responses. Biomaterials. 2010, 31 (6): 
1085-1092. 

[254] Thomassen L. C., Rabolli V. et al., Model system to study the influence of aggregation on the 
hemolytic potential of silica nanoparticles. Chem Res Toxicol. 2011, 24 (11): 1869-1875. 

[255] Singh P., Gupta U. et al., Folate and folate-PEG-PAMAM dendrimers: synthesis, 
characterization, and targeted anticancer drug delivery potential in tumor bearing mice. 
Bioconjug Chem. 2008, 19 (11): 2239-2252. 

[256] Kameneva M. V., Repko B. M. et al., Polyethylene glycol additives reduce hemolysis in red 
blood cell suspensions exposed to mechanical stress. Asaio J. 2003, 49 (5): 537-542. 

[257] Uboldi C., Giudetti G. et al., Amorphous silica nanoparticles do not induce cytotoxicity, cell 
transformation or genotoxicity in Balb/3T3 mouse fibroblasts. Mutat Res. 2012, 745 (1-2): 11-
20. 

[258] Park K. S., Tae J. et al., Characterization, in vitro cytotoxicity assessment, and in vivo 
visualization of multimodal, RITC-labeled, silica-coated magnetic nanoparticles for labeling 
human cord blood-derived mesenchymal stem cells. Nanomedicine. 2010, 6 (2): 263-276. 

[259] Cong L., Takeda M. et al., Uniform silica coated fluorescent nanoparticles: synthetic method, 
improved light stability and application to visualize lymph network tracer. PLoS One. 2010, 5 
(10): e13167. 

[260] Rao D. A., Forrest M. L. et al., Biodegradable PLGA based nanoparticles for sustained 
regional lymphatic drug delivery. J Pharm Sci. 2009, 99 (4): 2018-2031. 

[261] Patlolla A. K., Berry A. et al., Study of hepatotoxicity and oxidative stress in male Swiss-
Webster mice exposed to functionalized multi-walled carbon nanotubes. Mol Cell Biochem. 
2011, 358 (1-2): 189-199. 

[262] Liu T., Li L. et al., Single and repeated dose toxicity of mesoporous hollow silica nanoparticles 
in intravenously exposed mice. Biomaterials. 2011, 32 (6): 1657-1668. 

[263] Huang X., Li L. et al., The shape effect of mesoporous silica nanoparticles on biodistribution, 
clearance, and biocompatibility in vivo. ACS Nano. 2011, 5 (7): 5390-5399. 

[264] Kim J. S., Yoon T. J. et al., Toxicity and tissue distribution of magnetic nanoparticles in mice. 
Toxicol Sci. 2006, 89 (1): 338-347. 

[265] Qian J., Wang D. et al., Photosensitizer encapsulated organically modified silica nanoparticles 
for direct two-photon photodynamic therapy and in vivo functional imaging. Biomaterials. 
2012, 33 (19): 4851-4860. 

[266] Soltesz E. G., Kim S. et al., Intraoperative sentinel lymph node mapping of the lung using near-
infrared fluorescent quantum dots. Ann Thorac Surg. 2005, 79 (1): 269-277. 

[267] Vincent-Salomon A., Caly M. et al., Lobular phenotype related to occult-metastatic spread in 
axillary sentinel node and/or bone marrow in breast carcinoma. Eur J Cancer. 2009, 45 (11): 
1979-1986. 

[268] Tsay J. M., Michalet X., New light on quantum dot cytotoxicity. Chem Biol. 2005, 12 (11): 
1159-1161. 

152 



Références bibliographiques 

[269] Ye L., Yong K. T. et al., A pilot study in non-human primates shows no adverse response to 
intravenous injection of quantum dots. Nat Nanotechnol. 2012, 7 (7): 453-458. 

[270] NTP, Toxicology and carcinogenesis studies of indium phosphide in F344/N rats and B6C3F1 
mice (inhalation studies). U.S. department of Health and Human Services. 2001.  

[271] Kim S., Lim Y. T. et al., Near-infrared fluorescent type II quantum dots for sentinel lymph 
node mapping. Nat Biotechnol. 2004, 22 (1): 93-97. 

[272] Becker L. C., Bergfeld W. F. et al., Safety assessment of silica and related cosmetic 
ingredients. Cosmetic Ingredient Review, Washington, DC, USA. 2009, Unpublished Report 
by the Cosmetic Ingredient Review: pp. 1–81. 

[273] Zhang C., Wang S. et al., Sentinel lymph node mapping by a near-infrared fluorescent 
heptamethine dye. Biomaterials. 2010, 31 (7): 1911-1917. 

[274] Wang D., Qian J. et al., 'Green'-synthesized near-infrared PbS quantum dots with silica-PEG 
dual-layer coating: ultrastable and biocompatible optical probes for in vivo animal imaging. 
Nanotechnology. 2012, 23 (24): 245701. 

[275] Bunschoten A., Buckle T. et al., Targeted non-covalent self-assembled nanoparticles based on 
human serum albumin. Biomaterials. 2012, 33 (3): 867-875. 

[276] Tu C., Ma X. et al., Paramagnetic, silicon quantum dots for magnetic resonance and two-photon 
imaging of macrophages. J Am Chem Soc. 2010, 132 (6): 2016-2023. 

[277] Muthu M. S., Kulkarni S. A. et al., Theranostic liposomes of TPGS coating for targeted co-
delivery of docetaxel and quantum dots. Biomaterials. 2012, 33 (12): 3494-3501. 

[278] Kumar R., Kulkarni A. et al., In vitro evaluation of theranostic polymeric micelles for imaging 
and drug delivery in cancer. Theranostics. 2012, 2 (7): 714-722. 

 
 

153 



 

 Annexes 

 



 

Listes des annexes 
 

A. Animal models for photodiagnosis and photodynamic therapy.............................156 

B. Synthesis and characterization of near infrared Cu-In-Se/ZnS core/Shell  

Quantum Dots for in vivo imaging..............................................................................166 

C. Production scientifique...........................................................................................175 

 

 

 

 

 

155 



Annexes 

A.  Animal models for photodiagnosis and photodynamic 

therapy 
 

M-A. D’Hallewin, M. Helle, J. Garrier, L. Bezdetnaya, F. Guillemin  
 
Israel Journal of Chemistry, article sous presse 
 
DOI : 10.1002/ijch.201100074 

156 



Animal models for photodiagnosis and photodynamic therapy 

 

157 

Review M. D'Halltwin II 01. 

001 ; 10.1OO2/ ijeh.201100074 

Animal Models for Photodiagnosis and Photodynamic 
Therapy 
M. D ï -lallewin, ... r'l M. Hel1e,la] J. Garrier.ral L. Bczdctnaya.l"r and F. Guill eminl-1 

Abstract : A prerequisite for starting a dinical trial is ev;· 
dente of a positive impact of the technique or drug in ani· 
mals. The choice or the animal model is thus very important 
and should mimi, as dosely as pOSS ible the human situa­
tion. A variety of animal models have been validated for 
pharmaceutical trials. The si tuation in pholotheranostics 
however is nol fully dear. This is due 10 the very complex in-

terplay of various elements such as vascularization. oxygen· 
ation. drug availability and biodistribution, light absorption. 
and scattering. The present paper will give general informa· 
tion on aspects of animal models that have to be cons id· 
ered in phototheranostics. as weil as highHght sorne typical 
animal models that are usefvl for the invest igation of light. 
tissue interactions. 

Keywo.ds : animal models· antitumor agents' cancer, pholod~namic therapy· sensitite.s 

1. Introduction 

Phototheranostics rcfcrs 10 the diagnosis and subsequent 
trcatment of a disease using a single moleculc that acts as 
both a nuorophore for diagnostic purposes and a photo-­
sensitizer for eradicalion of the lesion. Animal models 
that aim to lest Ihese molccules or devices for optical di · 
agnosis or lighl dclivcry should Ihus mimic as closely as 
possible the human siluat ion. Originally. drug screening 
was performcd on animais wilh peritoneal lumors in· 
duced by intraperitoneal injection of leukemia cells.11I 
Since 1976. a broad pancl of various olhcr lumor ccii 
lines.. inciuding solid human lumors representative of Ihe 
major cancer types.. have been tested in rodents fol1owing 
subcutaneous. inlrapcrÎloneal or intravenou$ administra­
tionYI Sinee most drugs arc directcd towards specific mo-­
lecular targets.. Ihe aim of animal models is to express 
those targets through gcnetic engineering. 

Since phOlodynamic therapy (POT) is a radiation thcr­
apy. diffcrcn! s.:lcction cri tcria arc rcquircd when devel· 
oping animal models.. and the commonly used modcls arc 
inappropriatc. The unique interaction belwecn the photo-­
sensitizer incorporuted in cells.. lighl. ,md molecular 
oxygen necessitales a model Ih;1\ is comparable 10 Ihe 
human situation in terms of vascularization. blood no\\'. 
scanering. and the absorption coe fficient of the tissue as 
weil as its de pth. Additional questions arise when consi d· 
ering an llppropriate animal model such as Ihe choice of 
ccllline and implantation sile and whether or nol 10 use 
an immunocompelenl animal. Ultimately. the ehoice of 
the model will depend on Ihe scientific question to bc an· 
swered. 

Sponlaneous lumors are exlremely rare bUI can he gell­
eraled by administration of carcinogens. lbis is an ex-

tremely time.consuming procedure with a rather low re· 
producibililY ra te. and may also induce exposure risks 10 
Ihe animal-handling personnel. This method is however 
reoommended for tes ling optical diagnostic techniques. 
since it al10ws ail sleps in earcinogcnesis to be evaluated. 
Optieal techniques have thus been assesscd for both uv­
and ehemically induced ski n discasespAI as weil as oral 
cancer using the hamster cheek pouch model.l~1 The laller 
will he discusscd in more detai! below. 

One of the firs l reports slUdying subeutaneous !IImors 
dates from 1953.161 Hewin subeutaneously in je CI cd as­
eites-forming sareoma cells into mice. He found that 
adull mice were more resistan t 10 tumor growlh but Ihat 
this could be overoome by increasing the number of ino­
eulated cclls. This technique i5 reprodueible and conven­
ient to perform. docs not require anesthesia of the 
animal. and allows for visual assessmcnt of tumor growth 
as wcll as rcsponse. However, lumor lake raies and drug 
response can vary widely according to Ihe site of implan· 
tationy--,ol 'Ibe \Umor host cnvironmcnt is Ihus very im­
portant and also affects PDT efficacy_ Indeed. Chan et al. 
showed thal certain phlhalocyanine derivatives Ihal were 
Ihe most active in vitro fniled 10 have any tumor reduc­
live effecl on subcutaneous tumors.11I1 ln another expcri. 
ment. Gibson CI al. demonstrated Ihal human mesothelio· 
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ma ecUs and rat mammary carcinoma had an inven ed 
sensilivity to POT when investigated in vitro or in subcu­
taneous implants. despite lhe equal photosensitizer 
uplake.llzl 1l1is can probably bc att ributcd 10 thc differcn­
ces in vaseularization bclween Ihe host environments. 
Indeed. Chen et al. showed that orlhotopic prostate 
IUmors have a higher vessel density. with more pemleable 
vessels and less hypoxia compared to subcutaneous tumor 
nodules,l lll Aecordingly. photasensiti7.cr conccntration 
was higher in prostatie locations shortly lIFter administra­
tion. whereas POT cfficacy was highest after longer inter­
vals due to the hetter oxygenation.tlJt Orthotopic models 
arc also essential when dealing with optical diagnoses 
with regard 10 optical chamcteristics of the tissue. The op­
tical characteristies of human and canine tissuc arc fairly 
idenlical. whieh is probably also truc for rodents.t"l Any 
differences arise from factors such as the dcnsity of hai r 
foUieles. pigmentation. the thickness of different tissue 
layers. and the amount of subcutaneous fal. The draw­
backs of orthotopic implantation include the necessity for 
some surgical skills. anesthesia. and patential postopera­
live mortality. 

Anothcr imporlant aspect is the choiee of ccli line. 
Most pharrnacologieal studies arc perfonned in nude ani­
mais presenting tumors of human origin. With regard to 
the impact of immune Tcactions in POT. syngencic strains 
in immunocompelent animaIs arc probably to he pre­
ferred ,l'll Tumors can bc induced either by injection of 
cells or implantation of solid tumor lump$. Cells produee 
higher tumor takc rates whercas solid tumor implantation 
has more invasive and mctastatic patential and frequently 
indudes ccntral neerotic aTeas. II6-181 \Vhen comparing 
large studies. it appears that the use of primary \Umor.; 
more closely renects clinical response compared 10 injec­
tion of ccli lines. 119~1 Tumor take mtes can bc enhanced 
by l'irst growing the tumon; subçutaneously or by cultur­
ing them for a certain numbcr of passages in monolayer 
cu[tures.t91 [n order to grow e pithelial tumon;. the environ­
ment must fifst bc chemieally prepllred in oTder 10 llccepl 
tumor implantation and subsequent tumor groWlh.!9.;!1( 
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The most commonly sllldied animais arc rats and mice. 
The choicc. howevcr. will depcnd on the study objective. 
such as in cases where pholosensitizer biodistribution in 
rodents Cllnnot bc di rectly correlated 10 humans. Indel'd. 
it was shown that me/I/(tetra-hydroxyphenyl)chlorin 
(mTHPC. FosclIn) levels Temain constant in human 
plasma for at Icast twelve hours. whereas almast ail 
mTHPC has bcen lost from mousc plasma six hours arter 
intTllvenous administration. lnl Hiodistribution in Syrian 
hamsters is compamble to humllns. albcit with a reduccd 
mTHPC nuorescl'ncl'.Pll \Vhen wound healing is 10 bc 
considered. pig skin is a bcner choice than rodent skin. 
lndeed. matrix Temodeling and cI~lstin neos)'nthl'sis. the 
final stages in wound healing, arc finalized after several 
months in hUnlans. start after six wceks in pigs and can 
bc obscrved as ellrly as one week in nlice'p"~·1 The study 
of adverse l'vents tha t oc<:ur in clinieal practicc will also 
innuencc the choice of animal. \Vhen considering ocso­
phageal strict ures. POT should not he pcrformed in ro­
dents sincc the light dose required to inducc submueosal 
damage will already have provoked lethal pulmonary 
changes. and only pigs will develop oesophage;11 fibrosis 
at high nuenees.l!lJ 

1l1e ehoice of animal mode!. with regard to the very 
complex interactions observed in photodiagnoslics and 
photodynamie therapy. is thus essential and can dramati· 
cally innuence obtained results. The primary consider­
ation when ehoosing the correct model is the ultimate 
aim of the sllidy and the scienlifie question with a perfect 
background of ail parllmeten; involved in light tissue in· 
tenlct ions. ln this paper we wanted to highlight some 
animal models. including non-canceTOUS modcls. which 
l'an bc of intercst in pholO-theranostics. 

2. Osteoarthritis 

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic chronic innam­
matory disease churacterized by symmetrieal polyartieulllr 
synovitis and the ensuing cartilage erasion. whieh results 
in bone destruction in the fin1l1 stages. Current trcatment 
is mostly palliUlive. consisting of analgesics llnd anti-in­
nammalOry drugs. Surgiclll synovectomy is an open ar­
throscopie approach while radiation synovectomy consists 
of intra-articular applicat ion of radioactive agents with as­
sociated potential radiation hazards. The presence of 
severe bone destruc tion will require replaccment surgcry. 
Reccntly. renewed interest has arisen concerning the po­
tential bcnefits of photodynamic treatment of innamed 
synovial tissue. I28.."I1 Various photosensitizers have shown 
a pronounccd accumulation in this tissue typeP"-l21 

Oetcmlination of the correct animal modellO evaluate 
POT effectiveness will depend on Ihe aims of the study. 
[ntra-artieular light delivery necessÎtates larger animais 
such as hares or rabbits. whcreas trllnsdermal ilhllnination 
can bc pl'rformed in rats or miee. Synovitis can bc in· 
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duccd in li single joint by intra~anicular inoculation of 
pro-innammatory drugs. whcrcas systemic administration 
of RA-promoling factors will inilialize polyarticular ur­
Ihnlis. The Janer offers the advanlagc Ihal multiple irra­
diation senings can he tcslcd on a single rodent. Various 
drugs can be useo for injection into joints. incJuding colla­
gcnascpJI destructive murine fibroblasls (comparable \0 
Ihe synovial fibrobiasis present in RA).IZIII mClhylalcd 
bovine serum. or ovalbumin following systemic immuni­
zalion. IN..101 Polyarthritis can he obtaincd in raIS by 
a single intradcrmal or suoculancous administration o f 
eilher collagen Il or prislineY"1 Different joints will he af­
fecled nccording \0 Ihe induclor agent and 80-100% o f 
the raIS will develop RA . 

The ra ts are anesthelÎzed by isonurane inh,Llation and 
extension of the hind paw reveals the whitish appcarnnce 
of the pntellnr tendon. Ihrough which intm-nrticular injec­
tion is perfonned. Irrespeclive of Ihe inductor. symptoms 
are most aeule nfler one week and thereafter progressive­
Iy deerease. Polynrthritis symplOms arc ma:ro:illlallll two to 
thrce weeks and remain stable for at least two weeks.. The 
developillent of the disense can be visually asscssed by 
the appearancc of swclling and redness. Joint swelling can 
be measured with a calipcr and a redness scoring syslem 
can also be used to evaluale arthri tis grade. More gener­
alized edema is evaluated by measuring thc displaccd 
volume after insertion of the paw into a tube conlaining 
a water solution. with Ihe opposite paw being taken as 
a control. Blood analysis will show the appearance o f 
rheumaloid faeto~ sm;:h as specifie antibodies to eyelie 
citrullinated proteins. aeute-phase serum amyloid. or the 
presence of nitrie oxide. Histological assessmenl evaluales 
hypcrplasia of eells. hypertrophy of the synovial layer and 
the density of innammlllory infiltrate. 

3. 81adder Cancer 

Although the incidence of bladder cancer is rclativcly 
low. the prevalcnce is rather high duc 10 the very high re­
currence rates of non-muscle invasive cancc~.I~t Further­
more. the presence of carcinoma in silu (ClS) that cannot 
be detecled by conventional melhods has been shown to 
be an important risk faelOr for disease progression. be­
cause specifie survivnl is heavily affeeted by the presence 
of ClS. t.lllt Early delcction of sueh lesions is thus mandalo­
ry 10 reduce Illorlalily mtes. Fluorescencc-guided cyslo­
scopy has been shown to inerease detection rate. as weil 
as decrease progression and reeurrence in humans.\lll 
Neverthcless. the high nUlllber of false posi tive nuores­
cence results and Ihe fast photobleaching observed 
remain troublesome. Hellce. the timely development o f 
Olher more specific nuorophores is much needed. 

Spontaneous blndder IUmors arc mre in rodcnts but 
can he induced by addition of various agents to drinking 
wlller or food. Although these modcls are useful for 

M. O'Halltwin I I al. 

slUdying ehemoprevention. the process of tumor induc­
tion takes more than eigh! momhs. I-lcterOlopiç implants 
cannot be used for the evalumion of inuavesieal trem­
menls or diagnostic techniques based on oplical charac­
lerization. duc to Ihe differences in absorplion and diffu­
sion properties of the bladder wall compared to skin and 
muscle. The Ideal orthotopic model would be easy 10 pcr­
fonn with a high reproducibility. Animais must bc immu­
nocompetent and tumors must be of urothclial origin and 
staging should be controlled. When endoscopie proce­
dures have to be applied. fcmale rats arc 10 be prefcrred 
over male animais and miee. duc to the diameter and 
anatomy o f the urelhra. 

Tumors arc induccd by intravesical administration of 
urinary bladder cancer cells of human or rodenl origin. 
gcncrmed spontaneously or througlt chcll1oinduction.I}lU'J1 
The ccII lines used hnve been selected to ensure rapid in 
vitro growlh. effi cient lumor growth when Îll1planted sub­
cutaneously. stable lumOT characteristics. potcntial mela­
stmic behavioT. and e:ro:pressioll of specific molecular 
markcrsYlI.-Il1 Howevcr. Ihese ccli lines arc composcd of 
a unique ccli type. which does nOI necessarily reflect 
pmhological condit ions observed in humans. This may in 
lum affect Iherapculic OUlcome. bul Interferes less with 
diagnostic approaches. 

Tumor ccII adhesion and subsequenl growth neccssitate 
damage 10 the epithelial layeTS.. Removal of thc pTOleclive 
glycosaminoglycan layer can he achieved by intravesiçal 
inslillalion of Irypsin or poly-t-Iysine. whiçh ensures 
tumor take ratcs of about 80%.1' 11 Removal of Ihe um­
brella and intermediale cells with bas.11 ce Ils slill present 
dues nOI prevenl adhesion and results in 100 % IUmor 
takc rates. l!l\ Conlact limc with the damaging agent is 
crucial. since c:ro:ccssive damage will provoke important in­
nammatory reaclions or even bladder perforation and en­
suing animal demh pl.oI.ll Mec1tanical damage. such as Ihm 
resulling from elcclrocamery or 1l1cchanical abrasion of 
Ihe dome. requires more lechnical skill and carnes high 
risk of pcrforation.I. J. .... j Furthcrmore. such IUmo~ arc fre­
quenlly more invasive. or al least covered by nomlal uro­
Ihelium. which will aller both therapeutic and diagnostiç 
resul tsY l .• 11 The amounl of instilled cells must be suflï­
cienl and a minimum of 1O'-' Uf cells nced to be adminis­
tercd for good tumor take rates.I•1--'101 Inercasing the con­
tact lime with ceUs nlso promotes IUmor growth. One 
hour scems to be an ilppropriate time period. Prolonga­
lion of this will cause an increased urinary volume with 
cithcr !cakage. and Ihus loss of cells. or reflux and the ap­
penrance of upper urinary trncllesions.I· 1.<lIj 

Tumor slages have 10 be controllcd when nssessing 
Iherapeutic effect. This is diflïcult to achieve in models 
with multifocal losions following acid induction and instil 
lation with syngeneic bladdcr cancer cclls.I-"I1 Afler lcx:al­
ized desepithelialii'.ation. a single tumor will develop m 
Ihe in jury site with a prediclable evoJution in stageYl j 

Carcinoma in situ present m day tltree will bccomc inva-
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sive after one week in ail ra ts. Instillation of human blad­
der canccr cclls (B IU 87) in immunodeficient micc dcvcl­
ops morc slowly. wilh supcrficial lesions al day scven imd 
progrcssive invasion al Iwo wceks.!~l The numocr of ccli 
passages will also influence Ihe \Umor slage. with an in­
creascd amounl of invasive lesions occurring after an in­
creased numbcr of in vitro or in vivo passages.!ll'sU11 

RaIs are anesthetized with an inlrapcritoneal in je clion 
of sodium penlObarbilal (45 mg/kg). which cnsures a deep 
aneslhesia for Ihree houTS. 11ICy are placed in a supine 
posilion ilnd cathetcrizcd wilh il guide wire. A 14 G 
canul a. previously lubric.1ted. is Ihen introduccd over Ihe 
guide wirc. The shape of Ihe catheter 101' must bc slightly 
conkal 10 dilale Ihe urelhra wilhoul provoking any 
damage. The bladder is Ihen emplied by gentle abdomi­
nal pressure. The deepithelializing agent is then inslilled 
for an appropriale lime before emplying Ihe bladder and 
rlnsing several limes wilh phosphale-buffered saline. 11le 
maximal bladder contenl is approximalely 0,5 ml and Ihe 
bladder volumc can oc asscsscd by abdominal palpation. 
CeUs are then instilled and Ihe calheter is dampcd for 
one hour bcfore bcing removed. Tumors can bc delecled 
as carly as Ihfee days post induction with random growlh 
of lumors al differenl stages as shown in Figure 1. len 
days aner instillalion of IUlllor ceUs. 

-' 
A 

Figure 1. (A) Macroscopic view of a rat bladder ten days posl-in­
Iravesical adminiStration of syogeneic AV27 œlls, showing mult iple 
lumors al differenl slages. (B) Setup for bladder POT wilh trifureal­
ed canula wilh; (a) guide wire. (b) laser fibre. and (c) syringe for 
bladder filling. 

4. Hamster Cheek Pouch Madel 

Ontl cancer is Ihe sixlh most corn mon cancer worldwide 
wilh an eSlimaled annual incidence of 275,000.1.1.)1 The 
main eSlablished risk faclOrs are smoking. lobacco or 
belel nut chewing. alcohol. and Tildialion. Despite huge 
effons 10 improve theTilpcutic oUlcome. survival raIes 
have not improved over the last decade. with a five-year 
survival raIe inferior 10 60%, ' Iltis is mainly duc to local 
recurrenccs, mctastases. and second primary cancers in 
the upper aerodigeslive trac1.[~ 1 Sutvival is dosely associ ­
atcd with lumor stage wilh. for example. cancer of Ihe 
tongue having survival ratcs of up to 80% al carly stages 
and only 10% for lale-slage disease. Early diagnosis is 
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Ihus nwndalory to reduce morbidily and morlality raIes 
of oral canccr. Nevcrthcless. despite inereased public edu· 
cation. the proportion of palients presenting wilh ad­
vanced disease has nol changed over the lasl forly 
yeaTS.1111 Delection is a real challenge. sinee a one eubîe 
millimeter nodule, which is barely vis ible wi th Ihe nakcd 
eye. already contains Hf' cells.I-~1 Various optical tech­
niques have been developcd over the last decades in 
ordcr 10 enhance sensitivilY and specificity of cancer diag­
nosis. Before bcing validated for clinical use. these tech­
niques have 10 be exlensively lesled in animais. Il is Ihus 
very imporlant Ihat they mimic as closely as possible 
human carcinogeneSis. 

'Ilte Syrian golden hamster cheek pouch model is pres­
ently the animal model that mOSI accurately represents 
Ihe cellular and molecular changes Ihat <>crUT with initia­
lion and progression in human oral cancer.1171 Salley origi­
nally describcd this model in 1954. wilh the aim of pro­
ducing an orlholOpic epithelial cancerylll The cheek 
pouch can be inverled and has a very Ihin overlying skin, 
and is Ihus easy to observe wilh Iransillumination \Vhile 
Ihe animal is immobilized in a special device.1191 Carcino­
genesis is induced by Ihe application of hydrocarbons dis­
solved in acetonc or bcnzene. A paintbrush is dipped inlO 
Ihe solution and applied to the pouch. llte OCSI resulls 
were obtained with 9.l0-dimelhyl-1.2-bcnzanthracene 
(DM BA) in an acetone solution. One can observe differ­
ent modifications going from hyperplasia. Ihrough bcnign 
papilloma. dysplasia. and carcinoma in silu. 10 invasive 
carcinoma. In order 10 slandardize Ihe procedure. Morris 
further invesligated the impact of the age of the animal. 
drug concentration. and duration of application.!601 
Younger animais \Vere round to be more susceplible to 
lumor induction Ihan oldcr ones and rive weeks was 
found 10 bc Ihe Ideal age. High DMBA conccntraliolls 
were 100 toxic whereas very low concentrations failed to 
produce lumor growlh, with 0.5% providing good results. 
Thrice-weckly appliealion was more efficienl than twice 
weekly. Morris also developcd a new application tech­
nique, since the aforcmen tioned painlbrush method 
showed signs of leakage of the carcinogen from Ihe 
mouth and OlllO Ihe paws. with secondary \Umor induc­
lion and highcr loxicity to the animaIs. By firsl wiping Ihe 
brush on Ihe container. Ihe amount of Icakage was mini­
mized and induclion was reslricted 10 Ihe pouch. lltis 
model is conven lionally used for prevenlion. diagnosis. 
and Ircalment studies. Sincc the modcl is very Jabor in­
lensive. involving thrice-weckly DM BA applicalion for 
approximately sixleen weeks.. and exposes Ihe investigator 
10 carcinogens during this IÎme pcriod. a variant of Ihe 
model has been describcd based on suslained release of 
DMBA.[o1\ Cotton sulurcs arc impregnaled with DM BA 
and fixed in the submucos..1 of Ihe deepest porlion of Ihe 
pouch. Releasc of DMBA is 95% complete al fiflccn 
months and lumor lakc rates afC 90% al twcnly weeks as 
opposed 10 100% with Ihe "lraditiona1" melhod. l'his 
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tcchnique requiTes inhalation aneslhcsia and sorne surgi· 
cal skills. l'he handling of the animal during Ihe ŒTcino­
gcncsis pcriod is howcycr rcduced by Icnfold. Sinec Ihe 
surgical sutures have no\ yel becn commercializcd. Ihis 
mode! has so far only becn describcd by Tescarch groups 
in Vancouver. using chemisls 10 producc Ihe specifie sur­
gical thrcad.16lbZI 

DM BA-induccd oral cpilhcliaJ cancer in hamsters TC­
necls many aspects of human cancer dcvclopmenl such as 
gene expression. immune-denvcd cytokines. cpidcrmal 
growlh factor and ncovascularization.1f>l1 Howcvcr. the 
pouch mucosa is much thinncr Ihan Ihe Test of Ihe oral 
mucos..1 and Ihan Ihe human llIucosa. and has a single 
submucosal connective [issue. IMI This will innuence light 
distribution. which in turn might hamper correlation o f 
oplical diagnostic findings bctween hamsters and humans. 
The hamsler check pouch modcl remains however the 
gold standard for optical diagnosis of cancer at various 
stages in carcinogcnesis. Stcady-state and time-resolved 
spcctroseopy. autonuoresccncc. exogcnous nuoresccncc. 
lifctimc imaging. and optical coherence tomography arc 
amongst the many techniques Iha1 have bcen used wilh 
the hamstcr cheek pouch model.l • .w ..... j 

S_ Age..Related Macular Degeneration 

Age-related macular degeneration (AMD) is the main 
cause of blind ness in the elder!y. The first clinieal markeTS 
arc the accumulation of lipofuscin in the rctinal pigmcnt 
epithelium. and dcposits of lipids known as drusen br­
tween the retinal pigment epithelium and the bascment 
membrane and within Bruch's mcmbrane. Oxidalion of 
these lipids damages the lysosomalmembranes. and leak­
agc of hydrolylic cm:ymcs results in ccII damage to the 
retina and so-called "dry" AM D.17ll1 No medical or surgi­
caltreatment is available for this condition. although vi ta­
min supplements with high doses of antioxidants have 
been suggcstcd. as havc immune syslcm regulatoTS 10 sup­
press oxidative stress and immune activation pathways. 
This discase can br induced in rats by exposure to blue or 
white lighl.l1l .7:'1 [n a further slage. disruption of Bruch's 
membrane will Tesu[t in innammation. which provokes 
choroidal ncovaseulari:wtion (CNV) and so-called "wct"' 
AMD.I1JI Neovesscl formation will inducc lealwge o f 
blood and proteins below the macula. with an ensuing in­
nammatory reaction and ultimatcly irreversible fibrosis. 
There arc thus Ihrce major systcms involved in the for­
mation and progression of CNV: innammation. prolColy­
sis. and angiogcnesis. 

Three categories o f animal model can bc diseerned: 
laser induced. surgica!!y induced. and gcnclica!!y cngi 
neered. Ali three types have their advantages and disad­
vantages and Ihe final choice dcpends on the study objec­
tive. Small-animal models (e.g .. mice. rats) arc indicated 
for ex vivo studies. whereas for in vivo observations and 
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longitudinal studies. larger animais (e.g .. rabbits. pigs. 
monkeys) are more suitable. [n general. disrupl ion of 
Bruclt"s membrane is esscntial for CNV developmenl. 
This Clin br achieved by laser photocoagulalion. The orig­
inal model was dcveloped in monkeys and later in 
rats.!14

•
7S1 Many diffcrcnt laser Iypes and illumination set­

tings have bcen proposcd. using argon. krypton or diode 
lasers emil1ing in Ihe red. green or blue spectral re­
gionsY;'1 Spot sizcs can vary between 50-500 ).lm. laser 
output [0-400 mW. and duration 0.05-0.1 s. Onset of V3S­

eular leakage OCCUTS within one to Ihree weeks foJlowing 
in jury. Other surgieal techniques have been proposed. 
mostly bascd on injection of vascular endothe[ial growth 
factol" (VEG F) or VEGF-inducing substances. for specific 
rcsearch areas mostly related 10 molecular pathways in 
CNV genesis and progress ionP~1 

6. Chick Chorioallantoic Membrane 

The chiek chorioaJlantoic membrane (CAM) assay is 
a cornmonly used method for slUdying angiogenie activi­
tics and drug delivery in vivo.1n .7>!j [\ is based on the V3S­

cular membrane found in the eggs of birds and reptiles. 
111e fiTSt IUmor transplantation in the CAM was de­
scribcd a eenlUry ago. but CAM tumor models remain 
sparsc and poorly characteriled as compared to murine 
modcls.l7II ·~1 

The first day of incubation is considered the (iTSt day of 
embryonie development (embryo development day. 
EDD ).I'~l l'lTee e.~lraembryonie membranes protect and 
nourish the embryo during ilS development: the yolk sac 
mcmbrane. the amnion. and the CAM. 1lle laller is 
a transparent and highly vaseularized membrane formed 
during EDO four 10 five by the fusion of the mcsodcrmal 
layeTS of OOlh the aUanlOis and the chorion. l liis resu1ts 
in 11 highly vascularized mesoderma[ struclure in which 
arteries. veins. and an intricll.te capillary plexus will prolif­
craie until EDD eleven.I~1 1 li is conneeted to Ihc cmbry­
onie circulation by the allanlOic arteries and veins. which 
are associated with lymphatic vessels. I82) The CAM nets as 
a respiratory organ untîl hatehîng. stores excrcted materi­
al. transports electrolytes (sodium and chloride) from the 
aHantoie sac. and mobilizes calcium from the shcllto start 
OOne mineralizalion.I8J1 Several features of Ihe CAM 
change during embryonic development. such as the com­
position of the cxtracellular matrix. the degree of differ­
cntiation of OOth endOlhe1ial cells and vessels. Ihe charac­
teristics of the interendothelial junctions. and the location 
of the vcssels within the CAM.I~zl It is thus crucial to use 
embryos at the s.ame ED O. The CA M assay is characler­
izcd by several major advanlagcs such as its case of 
access. the extensive vascu[aril.ation. the relatively simple 
experimental approach. and the naluraUy immunodefi­
cient environment. thus enabling the use of human anti­
bodies. li is a perfect model for photonics approaches 
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sinee it uses a very thin « 100 ]lm) and transparent mem­
brane. 

The CAM has becn used as a host to study tumor ccli 
intravasation and disscmination and formation of sponta­
neous metastasesywl Afcer superfî cial inoculation. eells 
will penetrate the vasculature und develop metastatie lo­
cations in the embryo. TIle choice of celllypc. however. is 
importanl ~incc ccII lines dcrivcd from tumors with a low 
metastatic pOlential exhibil Ihe same behavior in Ihe 
CA M and do nOI show any signs of invasive growlh.I~1 
Morcovcr. cells h:lve to grow very fast sinee only five to 
ni ne days remain hetween \Umor inoculation and hateh­
ing. Experimental melastasi5 is ~ I chicved much fastcr by 
direcl in je clion of \Umor cells in Ihe allantoic vein. Ncver­
thelcss. one has 10 ehoose ccII lines wilh invasive charac­
lerislies. identicallo Ihe ones Ihat allow \Umor growlh in 
the mcmbrane.[~J 

Aefore opening. fcrtilized chickcn eggs are washed 
with sterile waler and lransrerred 10 a halching incubator 
al 37.4 and 80% hUlllidity. cquipped wilh an automalie 
rotalor. AI EDD Ihree. under lalllinar flow. 6--7111L of al­
bumin are removed wilh a Sleri le syringe eonnccled 10 
a 20 G needle Ihrough a hole drilled at the narrow apex. 
A round window is cul inlO Ihe shell. which allows de­
lachmcnt of the elllbryo from the cggshelL Elllbryo de· 
vclopmcm is controlled and dcad or malformcd cggs are 
excluded. TIle window is Ihen sealed wilh lapc and stalie 
incubaI ion is conlinucd and conlr01lcd cvcry Iwo days 
unI il EDD ten. On EDD ten. a one centimelcr inner di­
ameler Tenon ring is placed on the CAM surface. Sec­
ondly. Ihe CAM ectodermic epithelium is supcrfieially 
abTaded with a scalpel in Ihe center of the ring and 40 J.ll­
of an exponenlially growing cell suspension is deposited. 
The cell concentraI ion is diffcrent for each cell line and 
for same il appears neCeSs.1ry to add growlh factors such 
as VEGE A vascularized lumor is obtained al EDD four­
lecn to fiftecn and eggs necd 10 he sacrificed al EDD scv­
enteen hefore halching. Figure 2 shows some typical 
images of a CA M implanted with EMT6 cells. 

7. lymphatic Metastases 

Arcasl cancer is Ihc mosl frequcnlly diagnoscd cancer in 
women and the second leading cause of death.liI61 Lymph 
node invasion is one of Ihe firsl signs of tumor progres­
sion. due 10 Ihe special features of Iymphalie vessels. 
which for example allow for Ihe easy traffic of inlerslilial 
nuids and immune cclls.tS11 Correct lymph node Slatus 
evaluation is Ihus essential in order to offer patients Ihe 
mosl appropriale Ircatment oplion. Currcnt clinical tech· 
niques 10 localize Ihe firSI lymph node sta tion (the so­
called sentinel Iymph node) involve Ihe use of radiola­
bclcd drugs. Thcir seleclivity and specificilY also depends 
on Ihe degrce of invasion of the node.I$l1 lnnovative diag­
nostic techniques should lhus he lestcd on breast canccr 

A 
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Figure 2. lmage~ of EMT6 1Umor~ on CAM at EDD t7 after fixation 
with 4% paraformaldehyde. Upper panel: photograph~ of tumOrl 
at low (A) and high (B) magnifkation. Lower panel: hematolCYlin­
eosin-safran staining of EMT6 tllmors al tO>< (C) and 40x (D-F) mag· 
n;fication. 

models with a sponlaneous development of Iymphatic 
mClastascs. 

Subculaneous implantation of human breasi cancer ccII 
Hnes in immunodeficicnt rodents often fails 10 inducc 
\Umor progression. sinee the mouse microcnvironment 
diffcrs and orlhotopic implants arc more approprialCY'''] 
Ortholopic implantation of cancer eells will lcad to the 
formation of primary lumors and subsequenl invasion of 
Iymphalic or blood vessels and growth of secondary 
IUmors.I901 Syngeneic mouse models have been developed 
by rounds of Iransplantat ion and melaslasis fonnalion 
and seleelion.l91j Numerous slrains show eilher Ihe ab­
sencc of local lumor growth. absence of mctaslaSes. or 
dissemination. which Îs preferentially helllatogenous or 
lymphalic. 

As an example. let 4TI cells arc in je cl cd in Ihe firs l 
mammary fat l'ad of mice. AfteT approximalely tllree 
weeks lumors have reached Ihe maximal ethical volume 
of 1000 mmJ• Lymph node invasion is delected in 30-
60% of animais depending on thc tcchnique used. TIle 
gold slandard in cancer diagnosis remains of course palh­
ology, but dctcction of single cclls in a lylllph nodc re­
mains problemalie. resulting in a low degrce of lumor de­
lection of only 30%, Reverse transcription polymerasc 
chain reacl ion (RT-PCR) ai ms al Ihe detection of CyIO­
keratin 19, which is expresscd by Ihe tumor cells but not 
Ihe native tissuc. cnhancing \Umor deteetion by 20% r"1 

Figure 3 shows a mouse bcaring an orthotopic breast 
cancer (nol visiblc on Ihis image) afccr subcutancous ad· 
miniSlration of near-infrared quantum dOIS Ihal migrale 
from the injection si te JO the fîrst (sentinel) Iymph node. 
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Figure 3. In vivo fh.lOrescence imilging o f the right flank of the 
mouse axilla, Iymph node five minutes afte.- sulxutan.eous injec­
tion of 20 pmol of quantum dOlS. A Fluobeam imaging system 
(FlliOptics, Grenoble, France) was used with an exCÎtation wave­
length of 690 nm and il charge-coupled device «CD) camera with 
il 750 nm long pass emission fille, and an exposure lime of 10 ms. 

8. Organ Metastases 

One of the easicsl organ melaslasis modcls is the perito­
neal carcinomatosis model. The origimll report of this 
model by Goldie et al. dntcs from 1951.1931 They round 
thal lumor eclls inoculatcd in the peritoneal cavity wcre 
able 10 grow in the peritoneal nuid. with the same pattern 
as in vitro and a growlh raIe proportiona! 10 the numbcr 
of inoculatcd œlls. Inject ion of peritoneal fluid of inocu­
lated mice into other micc led to the development of per­
iloneal Icsions, idenlical 10 Ihe ones obscrved after injec­
tion of mashed lumor-beari ng organs or subeutaneously 
induccd tumouY" 1 This mode! is now wide!y used in on­
cological research wi lh eilher syngencic cell sirains in rats 
or human cell lines in nude rodenls. I'I'!!/61 Tumors are mul­
tifcICal and nonencapsulaled with a minimal amount of 
necrosis. According to the cell tine used. usually l- 2x](f 
cells arc in je ct cd intraperiloneally and peritoneal growth 
is obscrved after one to three weeks following inocula­
tion. 111ese tumors fUTther in\'ade lldjaecnt orgllns. which 
can lead 10 retroperitoneal. supradinphragmatic. and ab­
dominal wall Iesions. I911 This mode! is also capable of in­
ducing dislanl melastascs and has been eXlensive!y de­
scribcd compared to subcutaneous lumors in nude 
miee.191J Tumor spread is both Iymphatic. with massive in­
vasion of medi<lstinal Iymph nodes.. and hcmalOgcnOUs. 
wilh lung metastases. 

Liver melaSlases are a corn mon fea ture associaled wilh 
colorectal cancer. The optical properties of this extremely 
highly vascularized organ neccssitate an orthotopic model 
for theTanostic approaches. When a solitary lesion is Te­
quired. a SUbcllpsular or intraparenchymalildministration 
afler laparolomy of cilhcr a ccII suspension or lumor 
fragmenls is a reproducible method wilh acceptable com-
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plication rales.19II."'I1 Crealing metaslascs Ihal arc more 
closely rclaled to Ihe clinical context necessitates vascular 
migration of cells. Orthotopic implantation of cells can 
induce spontaneous metas tascs but the model has a low 
reprodueibili ly.I'OOI Direct intrasplenie o r intraportal injec­
tion have the highest reproducibilily raIes bUI neccssitate 
certain surgical ski1ls to reducc periopcrative mortal i· 
ly.I\OI.I021 The choice of ccli line scems to bc very impor­
tant sinec \Umor growth will bc observed more with ag· 
gressive cell types. 

Bone rnelastascs can he an inlcresling topic for optical 
diagnosis. Orthotopic syngencic growing tumors in ro­
dents scldom melastasize to thc bone_ Somc sclectcd 
combinat ions have bcen shown 10 produce skcletal locali· 
zation from breast or prostale origin.IIOJ.1lUl Reports on 
human ccII Hnes in immunodeficient animais arc more 
frequcnt and havc been uscd in imaging studies.110S--lOlI 

9. Summary and Outlook 

Many animal models have been dcvcloped for drug 
screening. including genClically modificd animais. in 
order 10 be as clos<:ly as possible compa rable (0 humans. 
When considcring photolheranoslics. these models are in­
appropriatc. Diagnostic applications first of ail require 
idcntical optical chaTacleris tics of tissues from humans 
llnd animais. Orlholopic modcJs arc t hus mandalory. 
taking inlO account the differenccs in tissuc thickness in 
rodents. ldeally. lumors should he induccd sa Ihal ail 
changes obscrved during carcinogenesis in humans can bc 
rcproduccd. A drawback of such animal models is thc 
time needcd 10 oblain tumor growt h. as weil as a relative 
lack of reproducibili ty. 

Rough screening of the erfect of POT can he per· 
formcd in the simplest animal modcl that oonsislS of the 
subculaneous injection of tumor eclls. \Vllen more specif· 
ic questions are 10 be addresscd. olller models including 
Ihe CAM model must bc critically asscssed wilh regard to 
thc parameters tha t arc to he învestigatcd. 
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ear-infrared (N IR) semicond uctor qua ntum dots (QDs) represent promising Ouorescent probes 
ror biological and biomedica l imaging. CulnSe2 is a good candida l.e for lhese applications due to ils 
bandgap in the near-infrared and the reduced toxici ly ofits componenls compared to other NTR QD 
materials (CdTe, Cd HgTe, PhS, etc.). Here we present a simple one-pot synthetic route without 
injection to make fluorescent sphale rite Cu- ln -Se core and Cu- ln -Se/ZnS corejshell QDs. 
We show that the photoluminescence (PL) of the resulting core QDs can be tuned from ..... 700 nm 
to ..... 1 Iml depending on the QD size (from ..... 2 to ..... 5 nm in diameter). The optical and struct ural 
properlies ofthese QDs are consistent with charge recombination via donor-acceptor levels instead 
ofdirect excitonic recombination. Finally, we show that the growth ofa ZnS shell around these QDs 
increases their PL quantum yield subs tantia lly (up to 40-50% at 800 nm) and allows preservation of 
their PL properties after solubilization in to water and in viro, as demonstrated by detec tion of the 
regional lymph node in a mouse. 

Semiconductor nanocrystals or quan tum dots (QDs) 
have emerged as a novel class of light-absorbing and 
-emitting materials for many applications (LEDs, photo­
voltaics, thin Iï1m transistors, etc.) bccause oftheir unique 
eleetronie a nd optieal properties. I

-
3 ln addilion, thei r 

high extinction coefficient , brightness, and pholOstabi lity 
make them promising Ouorescen t probes for biologieal 
imagi ng.4 .

5 Thcsc di verse and promising applica tions 
have triggered considerable progress in the synlhesis of 
core and core-shell QDs composed of many II - VI, 
IV-VI , and III -V materia ls (see, for examples, refs 6 
and 7 and references therein). Because the bandgap of 
these particles depends on both their size and composi­
tion, these QDs now span a broad wave1ength range, from 
the UV (CdS, ZnSe, etc.) to the infrared (PbS, PbSe, Cd,P" 
etc.). The near-infrared (NTR) range ( ..... 700- 11 00 nm) 
corresponds to a spectral region of minimal absorbance 

·Corresponding aUlhor. E-mail: Ihomas.ponsrâespci.fr. 
(1) Erros. A . L.: Rosen. M. AJIIIII. Rel'. M(Jfer. S,i. 2000, 30. 475--521 
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Sri. 2000, 30, 545---610. 
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M aœr. 2005, 4. 435--446. 
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(7) Reiss. P.; PrOliere. M.: Li . L. 5111a1l 2009, 5. 154-168.and references 
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and diffusion by biological ti ssues and is particularly 
interesting for ill \';1'0 fluorescence imaging applications.8 

Near- infrared QDs are therefore promising fluorescent 
prohcs for several biomedical applications such as opti­
ca lly guided surgery.9.10 However, so far app lications of 
QDs to the clinicallield have been hampered by the high 
toxicity of the IR QD constituentsas in CdTe, CdHgTe, 
and PbS. Other applications of IR QDs, incJuding photo­
voltaics, would st rongly benefit from the development of less 
toxic and more environmentally friendly QD materials. 

CulnS2 a nd CulnSe2 are I- Ill - VI semicond uetors 
with direci bandgaps of 1. 53 and 1.04 eV, respectively, 
and arc widcly uscd as thin fi lms in photovoltaic applica­
tions. 11-14 There has been recently a renewed interest in 
the synthesis o f CulnSl and CulnSel QDs for in ,'iro 
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D. M.: CI al. Na!. BÎotechnol. 2004, 12. 93- 97. 
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2004, /2, 93-111. 
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239. 
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irnaging or photovoltaics. 1i
-

2 1 R ecent reports have shown 

in particular that eore/shell CUl llSJ ZllS QDs ma y reach 
reasol1ahly high fluo rescence quan tum yields in the visi hle 
a nd NTR r.mge, up 10 ...... 800- 850 nm, and orTer promising 
alterna tives to 11- VI QDs for in vivo fluorescence imaging 
because of 1 he absence of he<lvily loxic and/or c<lrcinogen ic 
Cd, P b and H g meta l ions. 17

, 19,22 We have recem ly shown 

that ClI lnSlIZnS (.lDs present a m lleh rcdllccd toxicity 
COlllp<lred 10 CdTeSe/CdZnS core/shell Qo s.12 Cu lnSe2 
QDs could also cOllstitme prornisillg probes for in vivo 
imaging. In particlilar, Lhey cOlild reach longer wavdcngths 
( lheorel iCillly up 10 ·...., 1200 I1In) ~I nd so <illo\V bolh exCil(iliOn 

and emission processes to occur in an optimal wave1ength 
r.mge ( ..... 800- 950 nm). Moreover, the toxiçily or their 
components is reduœd cOI11p<\roo to cadmium, lead, and 
mercury. There have heen reJativeJy few reponson Cu lnSe2 
QD synlhesis, and most of lhem did not report any photo­
lunùllcsœllcc (PL) .16,lO.2J 26 Rcœntly, Nose ct al. rcportcd 
Cu lnSe2 QDsemitting hetween R20and 940 nm hut with PL 
quantum yieJds (QY) Jess than 5%?1 Allen et al. reportet! 
the synthcsis ofeu-In-Se QDs \Vi th PL QY up lO 25%.18 
However, the latter QDs could not maintain thcÎr PL 
properties in waler due 10 the lad of a high bandgap shell 
to proteet the Cu-ln-Sc cores, and the synthesis in­
volved cx:pensive a nd hazardous hîs( trimeLhy lsîlyl) ­

selenide p recursor. In th is manuscr ipt we report il simple 
sYllthctie schcllIc wi Lh olit injection lIsing sclenourea as a 
selenium p recu rso r, whic h yields Cu- ln -Se cOre ,i nd 
Cu-) n-Se/ZnS core/shell materials emitting from ~ 700 11111 

to ...... 1040 mn. Wc charactcrizc their photophysical and 

structu ral p roperties, discuss Ihe origin oftheir photolumi­
ncsccnce and dcmonstri1tc thcir applicatÎon for bioJogical 
ill 1';1'0 imaging. 

Experiméntal Séttion 

ChcmiclllJoi. Tri-n-oclylphosphine (CYTOP-3:-i0. TOP) was a 
gin l'rom CYTEC. L>i-n-oclylamine (9:-iQ/o . OOJ\) was purchascd 
from Acros Orgo.nics. Seleneourea was purchased from Strem 
Chemicals (>99%. SeU). OleylamÎne (>70%. OAm), I-octa­
dl't'Cnc (90%, ODE). I-dodcalllclhioi ( > 97%, DOn. coppcr(O 

(15) Prmlhani. M . G.; Akh.·wan,. V.; Goodl"tllow, R ; Schmidlke, J. P .; 
Dunn, 1..; D(ld:ln..11:Jpnr, A. ; lbrh.1f:l., 1'. F.; Korgel . n. A 
J. Am. O/NU. SM. 200K, un, 16770-16777 

(16) Guo.Q .. Kim. S.J.: Kur. M .. Shufurmun. W. N .. Birkmire. R. W .. 
Slach, E. A., AgrawaL R.; Hillhoust, H. W. Nm/Q [t'II. 200s,8, 
2982- 2987 

(17) Xie. R.: Rutherford. M.: Peng, X. J. Alli. Chf'lII. Sut". 2009, 131. 
5691 5697. 

(IR) Allen , P. M.; Bawcndi, M. G. J. Alli. rllem. SM. 200K, I.m, 9240-
9241. 

(19) Li. L.; Di"lOli. l'. J.; l'exie(, 1. ; Kim Chi. l'. l'.; Liem. N. (J.; Reiss. P. 
(""l'III Mnfl'r. 2009, 21, 2422 2429 

(20) Koo. B.: Patel. R. N.: Korgel. B. A. J. Am. Chcm. Soc;. 2009, 131, 
3 IJ4-3 135. 

(21) Nnsc. K.: Omala. T.; Olsuka-Yao-Malsuo, S. J. Php. Chell!. C 
2009, 113, 3455-3460. 

(22) l'On<:, '1'.; l'ie, E.; I,equeux , N.; C<lo;.selTe, E.; lle7deln:ly:l , 1..; 
r.uillcmin , F. o.; M:lrchal, F. d. r.; Duocrtrcl , R. ACS Nn/lo 
2010, 4,2531 -253R 

(23) Castro, S. L.. !)ailey, S. G .: Ralrudle, R. P., Banger, K . K., Ht·pp. 
A. E 0/('/11. Ma/er. 10t.J3. 15, 3142- 3147. 

(24) Tung. J.: Him.ls. 5.: Kelley. S. O.: Surli.enl. E. H. Chelll. Maler. 2008, 
20.6906 6910. 

(25) Zhong, H.Z. ; Li, Y.C; Yc, M. F.;Zhu, Z.Z. N{///(wrfmology 2007, 
18,025602. 

(26) Norako, M. E.; Brutc.hey. R. L. Clle/ll . Mater. 2010,22.1613- 1615. 

chloride (>99%, CuCI). indium( lIl ) chloride (99.999% . InCl j ). 

zinc chloride (98%, ZnCl!) and potassium ethylxanthogenate 
(>98%, K(EtX» were purc.hased from Sigma-Aldrich. Zinc 
nilrale hexahydrate (> 98 %, Zn( OÙ! 6 H10) and sodium 
C.l!t,;;1Ic (>- 82%, ,1(OA)) \Vere PIIT(,;h,1SUI from Ricdd-de Hc .. :ën. 
Ali chcmicals wc!'c uscd as prnvidcd wilhout furthe r purificalion 
TOP, InCh. and Seu WCI"C slorcd undcr an Ar Illmosphcrc, and 
Seu was additionally kept in the dark. 

Cu-In-Sc QI) Synthcsis. In a typical corc syn lhe-sis. ail 
precursors (0.4 mmol CuC!. 0.4 mmol InCl). 0.8 mmol SeUl 
were introduced in a three-necked flask wÎt h 10 mL of ODE and 
4 mL of "TOf> and bricOy sonic;lted. Then. 4 mL of OAm and 
2 mL of DDT wcrcadded . The solution was stirrcd and dcg<lsst:d 
for .'0 ",in umler vacuulI1 . The nask was Ihen refilled will! argon 
and the sol ution heated 10 linal tcmpcmtures Tr ranging l'rom 
80 to 250 oc. Hcating wilS s topped immediately aner the wrget 
Icmpcraturc was reilchcd i1nd the nask wascooled down 10 room 
temperature. The QDs were precipitated in ethanol (acetone 
may be added typically up to 5% to avoid phase sepa ration) and 
centrifuged. Cu ln Se cores were then redispersed in a non­
pol;lf solvent .. typically in 10 ml of hexane. 

Z"S P recursnr P rt' I,araliull. Zinc his(cthylxll.nlhogcnll.lc) 
(Zn(EtX h ) was JlI"cparcd l'rom K(EIX) and ZnCI2 as follows' 
10 mmol of ZnC12 and 20 mmol of K(EIX) were separalely 
dissolvcd in 20 ml of distillC"d watcr. The solulions were slowly 
mixed under stirring to foml a white precipitate that was isolated, 
washed for several cycles with water. and dried. Zn(OAh was 
preIXlred l'rom Zn( '0 3h and Na(OA): 15 mmol of Zn( 0 3)2 
dissu lved in 40 ml ofmelh;mol \Vcrc ;tddcd ta;1 soh_lion of 
JO 11111101 of Na(OA) dissolvcd in 200 111 1. of II1Clhaliol. The 
resuhing white precipitatc wus isolatcd. washcd, and dricd. 

Cu- In - Sc/ZnS CoreJShcli QU S~'nthcsiJoi. Half of Ihe 
Cu lnSe;! CO res prcpilrcd ilS indiCiited l.Ibo"e were redispcrsed in 
4 m l MOD E and 1 m l of OAm inlO a nc\\' thrcc-neck nask. 
The nask was degassed unde-r vacuum at room tempc-ratute 10 

remove hexane and 1-1 20 traces . A solution or Zn(EtXh and 
Zn(OAh (respectively 40 and 500 mg) dispersed in ODE (2 ml ), 
TOP (3 ml), and DOA ( 1 ml ) was loaded into an injection 
syringe. One milli liter of this solution was introduced at room 
temperature into the flask. and the temperature was raised to 
190 oC. The rest ofZnS precursors were ~Idded dropwise into the 
Oask in 1 h under argon almosphere. T he reaction flask was 
l'Ooled down at the end of the injection. The resulling Cu- ln- Se/ 
ZnS QDs were precipilated in ethanol and acelone and redis~ 

pcrscd in hexanc. 
Oplical Char:1c1 erizaliOIl . Ali optical II1CX,SuT(,;nu.:nts weT(,; per­

fOl"lncd at l'oom temperatul"C with QDs dispcl'scd in hcxanc 01" 

wa tel'. Ahsol'ption mcasuremcnl" wcre cal'ricd out with a Cary 5E 

UV-vis-NIR spcctrophotomctel' (Val'ian). Photoluminescence 
(Pl), photoluminescence excitation (PlE), integrated phololumi­
nescence excitation (IPLE) spectra and timc-rcsolved nuorescence 
were acquircd using il FCSlJOO spectrometer (Edinburgh In­
slruments) cquippcd with R92H- P ii nd R5509- 72 photomultiplicrS 
(Hamamatsu) a nd a US B2000 nuorime-ter (Ocean Oplics). PlE 
ànd IPLE spCCtru o f QL> SOlulions wilh oplical dcnsitics Ix:low 
0.1 at 300 nm \Vere rccordcd using cxci lal ion wavclengths rilI'lging 
from 300 10 800 nm. Each PL SJ)IXtro was nomlali7..cd by the 
excitation intensity and then integratcd o\'er ail emission wave-­
lengths. This integratcd intensity was plotted versus the excita­
tion wavelength to provide the IPl E spectrum. The sam pie 
fluorescence quantum yields \Vere evaluated in comparison with 
rhodamine 6G in ethanol as reference (excited at 530 nm) or 
Indocyanine Green in dimethylsulfoxide fo r IR samples 
(exl-ited at 750 nm). 
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Structural Charactcrization. For the followî ng characterîza­
tions, QDs \\l'ere washed by several cycles of precipitation/ 
redispersion with ethanol and acetone 10 remove exœss organic 
components. Ili gh resolution transmission electron microscopy 
(HRTEM) images \Vere acquired on a JEOL 20 10 field eleclron 
gun mi(.·,roscope operated at 200 keV. Elemental analysis was 
perfornled by energy-dispersive X-ray speclroscopy (EDX) on a 
Hitachi S-3600N scanning electron microS{~ope operated al 
20 keV. f>owdcr X-my dîJiraction (XRD) patterns were acquired 
using a Philips X'Pert diffractometer \Vith a Cu K a source. The 
widths of the XI~O peaks are related to the crystal lite size by the 
Scherrcr formula 

FW HM 
O.M9).('uKn 

dcos(lJ ) 

where fwhm is the full widt h half·maximum of the peak. ÀCuKa is 
thc w3vclcngth of the Cu Ku X-ray sourcc. li is Ihc avcrage 
crystal litc size. and 0 is the diffraction angle . 

Solubilizarion in Wnter. Cu-l n-Se/ZnS QDs were precipi­
tated in ethanol and resuspended in chloroform befo re cap 
exchange wit h dithiol sulfobetaine lwi tteri onic ligands in a 
water/chlo roform biphasic solution as preYiously described.27 

The resulting QDs were purified by ultrafiltration (Viyaspin , 
10 kDa cutoIT) and ultracentrifugation on 10-40% sucrose 
gradients for 20 min on a Optima-Max Deckman-Coulter ultra­
centrifuge (M LS-50 rotor, 50,000 rpm). The QD band \Vas 
extracted, purified by ultrafiltration and finally resuspended in 
20 mM aCI aqueous solution. 

Small Animallmaging. Three IO-week-old female Dalb/cmice 
(Dalb/cOlal lsd) (IT arlan, Gannat, France) weighing 20 g \Vere 
used in these expe riments. Mice were kept in 12 h light/dark 
cycle and had access to food and \Vater ad libitum. Specifie 
purified diet (TO.94045. Harlan Teklad. Madison, WI , USA) 
was used to reduce tissue autofluorescence in the NIR spect ral 
region. The animais re<.~eived care in accordance with established 
guidelines of fELASA (federation of European L<tbor<ttory 
Animal Science Associations) and anima l procedures \Vere 
performed in compliance \Vith institutiona l and n<ttional guide~ 
lines. The injections were performeJ under gaseous anesthesia 
wilh isonurane (Forene., Abbolt France, Rungis, France) by 
introdueing the mice into a chamber where the air flow with 
4.5% ofisofluranc was adjustcJ to 500 m L/min . T hc <tnesthesia 
was maintained by placing the mice unJer a mask with 2.5% of 
isoflurane and the air flow of 250 mL/min. Mice were inj(.·cted 
sulx:utaneously (s.c.) in the distal part of the righl ,mlerior paw 
with 20 pL of a solution of -- 800 nm emitting Cu-In-Se/ZnS 
QDs ( ..... 0.5 oplie;.1i density al 690 nm) in phosph~ltc buller saline 
(PBS). ACtcr proùuct dcli\'cry , the rigbt paw \Vas kneaJcd to 
impro"c prodm.:t migration . [1, \'j\'Q oplical ÏImlging of QDs 
\Vas pcrformeJ using a Fluobcam 700 IR imaging system 
(Fluoptics. Grcnoble, Fnmcc). This system is composcd of a 
lascrernittinga t 690 TIIII . il 750 mn long-pass emission tiller ;.md;'1 

CCD t:amcra . Thc power density of laser irradiation on tissuc 
\Vas 7 mW/cn}!' ;.mtl tbe CCD exposurc time W<lS 10 ms. Tht.: 
region of intercst (ROT) \VOiS depil;.tl(.."(1 llsing ,t eonllnerci,ll h,.ir­
rcmo\'<l1 ercam bcfore imaging. The QD inj(..-ction point \\',lS 

hiddcl1 to improve the \' isll,tliZ;ttion orthe Iymph 1I0de. 
TCP-MS i\1e:t~urt' III t' 1I1 S. T he right :ixil1:iry Iylllph 1I0de WOtS 

disst..'Cted ,It rour flours post injt:ctÎolI ,mll dissolvt.:d with 70% 
HN O} Ilnder ht.:atillg. It s t.:ollecntr<1tiOIl in indium \Va s IIIC<'ISllrcd 
by illductivcly couplcd plaSllla-lI1ass srx-"Ctrolllct l'y (TCP-MS, 

(27) Muro, E.: l'ons. T.: Leql1eux, N.: Fr;1gol;1 , A.: $.1nson. N.: lenkei, 
Z,: (hlbenrel , H. J . Am. Chem. Soc 201U. /J2, 4556-4557. 
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Figure 1. (A) Absorption spcctra and (8) PL spectra of Cu- ln-Sc core 
QOs. Salllpics wcn: synthcsiz{.-t.I by fast hcating(Tr - 140-250 "'C), sluwcr 
he..11ing to Fr - ilO "C([l, purple) or l ( - 2SO "Cwilh;1 1 h rise(A . bl;1Ck). 
and ill termediale heati llg to Tf 250 "C (8 . brown). 

Lahoratoire Asc.!ll , France) and compared with the QD injcc­
tion solution to dctcl"Illinc thc injcctcd dosc pcl'centagc (% r D) in 
this lymph node. 

Rcsults and Discussion 

Cu-ln-Sc Core Synthcsis. The Cu-ln-Se cores were 
synthesized in il one-pol route wilhoul injedion. Copper 
and indium ehlorides were sollibilizcd in ODE using TOP, 
OAm and DDT ligands, ((nd mixcd with selcnourc(( in 
proporiions corresponding to Cu lnSe2 sioichiometry. 
After degassing, the solution was heated under argon. 
We tesled ùiITerent types of healing <-,onditions, eilher 
"rast" heating, where the linallcmperatllre (Tr) is reached 
in abo ut 10-15 min, or "slow" heating, whcre the final 
lempera ture is reached in about 1 h. Aboye 40-50 oC, the 
solution turns limpid and colorlcss, indicating the com­
plexation o rmetal chlo rides by TOP anù SeU dissolution. 
Tht' solution turns yel low then rcd aL around 110- 130 oC 
for last hcating or starting a t 80 oC for slow hcating, 
indieating nanoerysta l n ucicati oll. A s the tcm peraturc 
increases, the solution tUrtlS darker. This synthcsis is 
somcwhat similar to the o ne reccn tly rcportcd by K oo 
ct a l. 20 which docs not prod ucc fluoresccn t QDs. Tlùs is 
due lO scveraillotable d ifTercllces: here, sclenourea was 
(Idded directly 10 the nask instead or bei ng SepcH(Hely 
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disso lved in OAm_ We nOi e th[l' absence of OAm in Ihe 
reactÎon led [0 slow nucJeation and rapid aggreg.'llÎon of 
the resultÎng materÎals . Anothe r difference Îs the presence 
of TOP: in the a bsence of TOP, QDs \Vere formcd but 
did Ilot show any fluorescence. Finally, we noted thm 
the presence of DDT increased the colloidal stability 
of the QDs in particular at high temperamres: withollt 
DDT, the QDs \Vere unstable above 200 oc. In CO I11 -

parison, t.he QD reaction solution \Vith DDT could be 
hea led to 250 oC without QD pre(;Îpitation, whÎl.:h wc 
auribute lo stronger binding of DDT lig~nds compared 
lo OAm or TOr, ~nd this allowed us to reach longer 
wavelengths. 

Wc will now diseuss the optical and structural propcr­
ties of Ihe obtêlined Cu - ln- Se QDs <lnd the origin of 
their photoluminescence. The ohtained Ml.nocrystals 
showed abso rption and photolumincscence spectrn that 
are dependent on the linaltemperature Tf (Figure 1 A, B). 
Absorption speetra shifted to rcdder wavclcngths with 
increasing tempera ture. PL speclra from fast hea ling 
syntheses ranged from 750 !lm for Tf - 140 oC to.....,qSO nm 
for Tf = 250 oc. PL quantum yic1ds increase from ....... 4% 
for Tf = 140 oC up to ....... 20% lor Tf = 180 oC and fall 
dOWll lor redder wavc.Jengths to ...... 3% for the samplc 
synthesized at Tf - 250 QC with an intcrmediate hcating 
(-...,20 min). We ohserved Ihal Ihe o plical properlies oflhe 
Cu-Tn-Se na nocrystals only evolved very slowly \Vith 
lime when kept a l the final temperature for Tf > 100 oc. 
Siower heating syntheses induced a nudeation at lower 
tempcralUres ( ...... 80 "C) and rcdder wavelengths tlllin fasl 
he<1 ling synlheses ro r the sa me final lemperalu res, 
Figure lA . Quantum dots synthesized at 250 oC \Vith a 
one hour temperature ri se were non fluorescent, but 
inlt:rmcùia te heatingspeeù ( 15- 20 min) gave PL emission 
> 1040 11111. ln conlrasl to 11- V 1 Ql>s, the resultillg QD 
absorption speclra do nOI display any sharp a bsorption 
fcatures, and the PL spectra \Vere hroad, typically 110-
150 nm fwhm, consistenLly with whaL \Vas previously 
reporteù lor CulnS2 anù CulnSe2 QDS.1 7-19.2 1.22 Here 
wc will try to delermine whethcf these optical propcr­
ties are due 10 sOllle di spersion in size, sh<i pe, and/or 

composition of the rcsulting nanopartic.Jes, or 10 intrinsie 
optic,d properties, by examining the QD structun:ll prop­
erties . 

X RD patterns for fast and intemlediate synrhesis samples 
were consistent with CuTnSe2 sphalerite (zinc blende) slrw.:­
turc (Figure 2) with lhrcc major pcaks at (26.70 ± O.04r, 
(44.59 ± 0.05)", and (52.53 ± 0.12)" for the (I 12), (220), and 
(312) latlice plaJ1es, respecli vely. We nOloo the ahsence of 
any significant diffraction peak at 35.48° in contrast to the 
ch~kopyrite struclure reporled \Vith other synlhetic proce­
dures.16

.
1R This suggests tha tthc indium and copper cations 

are not ordered in the crystal structure. SUlli1ar synlhetie 
conditions using copper iodide .... nd indium .... ce1.ate reacled 
\Vith DDT in absence of sclcnourea yielded Cu l n~ QDS.19 

We therefore invesligated whether our QDs are composed 
ofpureCu- In- Seorofa Cu- In- SefCu- ln - Sa1l0y. The 
prcsc.ncc of sulfur would cause a shift of the XRLl pcaks 
toward Ihose of CU lnS2 (the lalliœ parameter differenœ 
hct\Vccn thesc [\VO materials is ahout 5%). Hcre thc positions 
of the diffraction peaks sugges t that the QDs do noL 
(.:ontain a signiJi,~ant fra,·Üon of sull"ur atoms for a1l fast 
healing samples. ln contrast, Ihe SISe ratio for the sam pIe 
synlhesized by slow hea ling 10 250 oC (1 h telllperal ure 
rise) \Vas not negligible (estimated to ""30% \Vi th a linear 
approximation belween the peak positions of CulnSel 
and CuInS2 materials) since the XRD peaks \Vere shil"leù 
to 27, 44.9, and 53.2° for (1 12), (220), and (3 12) lattice 
pJ<l nes, respcctively. This may bedue to a higherdepletion 
of selenourea precun;ors as the reaction yield increases. 

ITigh-resol ut.i on transmissio n electron microscopy 
(HRTEM) ofsamples synthesized by fast anù intermedi­
ate hcaling showcd monocrysta1liuc partic.les ranging 
from ne<l rly spherical .....,3 mIl QDs for I i· = 180 oC to 
slightly faccted ....... 5 nl11 (triangula r) QDs for Tr - 250 oC 
(see the Supponing 1 nformation, figure SI ). Synthesis at 
250 oC wilh a slow heating (1 h lemperature ri se) gave 
bOlh facctcd and round NCs larger than g mn lhal \Vere 
nO I fluorescent (sec theSupporting lnformation, Figure SI ). 
However, for parliclessmaller Ihan 5 nm, the low conlrast 
otTered by the QDs did not allow accurate determination 
of their size. We therefore used the Scherrer formul a to 
cstimate the size 0 1" the Cu- In-Sc core Q Ds from the 
XRD peak widths. The reslilting XRD sizes were weil 
correlaled with TEM si,.es bul were sli ghlly smaller ror 
the sam pie synthesized with a slow hearing to 250 oC 
(1 h temperature rise, see the Supporling lnfornlation, 
FigLLrt· S2). Broadening ol" the XRD peaks lor this specili(.-. 
sllmple could be attribli led to strain and/or composition 
helerogeneily .... s indic<"IIed by Ihe inCorponHion of S dis­
cussed above. Howcver, XRD size estimation measure­
men ts of our Cu- ln- Se QDs showed that ail QDs were 
smallcr than the bulk exciton ol"CulnSe2 (2(/n = 10.8 nm), 
and Ihat Ihe sizc progressivcly incrcascs with the rcaction 
temperalure (see Ihe Supporling Inronnat io n, Figure S2). 
This is consistent with the observed progressive red shift 
of the QDs due to confinement effects. 

To examine the ellect 01" size on the banùgap 01" these 
Cu-In-Sc QLls, wc reprcsentcd the energy correspond­
ing to the effective bandgap derived frOIll absorption 
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spcctra (sec the Supporting Information, Figure S3) as a 
rune lion or the inverse orthe QD square diameler (Figure 3, 
blue triangks). This shows th al the cllcctivc bandgap 
cllcrgy varies 1ipproxi.ll1a tcly lincmly with 1/,2, as expcçted 
from a simple excÎ lonic con finement mode!. Exlrapo lal ­
illg This curve to infinite size gives a ba ndgap value of 
1.02 .i 0.03 eV, whic.:h is c.:omparable to the va lue orbulk 
CulnSe, . These data are wdI-corrdated with those re­
portcd by Allcn et (II. H! for Culn2.JSc4 QDs, (lS shown in 
Figure 3 (green d01S)_ ln contrast , the Cu ln, Sell sam ples 
give higher bandgap in panicular for smaller QOs 
(Figure 3, red squares). This may be aLLributed to the 
larger dillercnce in c.:omposition between thcse latter QDs 
and ours (sec bclow), and thecorresponding differenccs in 
the bulk band gap and the q uantum conrinement contri ­
bution (carrier effecti ve masses, etc.) . 

To eva luate the effect of the composition on the sam pIe 
bandgaps and PL emissions, we studied the In/Cu ratio 
for fluorescent samples. Theeomposi tion of the (JUs was 
estima ted by EDX spectroscopy and confirmed the presence 
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of Cu, Ill , Se in diverse propo rlions (see Ihe Supporling 
Infonnation , Table ST I). The spectra also sho\Vcd the 
presence of sulfur atoms (S/Se ~30%) for ail samples 
obtained by fast heating. As discusSt.:od above in XRO 
Illcasurcments, the sulfur \Vas not incorporatcd iuto the 
Q O COres in (~ s ignifiC8 nt rraction, suggesting th,\! the OOT 
ligands participatc in the QO surface passivation . The 
cation/an ion proponions \Vere as expected consistent \Vit h 
degr~s or oxidation or Cu+, In)+, and Se2-. The In/Cu 
ratio in the (JUs varies d uring the synthesis: the initial (JUs 
are rkil in indium (ln/Cu = ....... 2 for QDs emitting a t À!;ITI = 

750 nm) and progressively reaches ln/Cu stoichiometry for 
larger QDs (Figure 4). Many different compositions exist 
l'or Cu- ln- Se (.:rystals (CulnSe2, Culnr. .sSe), Culn2_JSe .. , 
Cul ll)Sc.s. CulnsScs, etc.), whic.h rcflccts the high stability of 
derect pairs: 2 copper v~IO:lIlcies \Vith a subst itution or 
indium on a coppersite(2Vcu - + Incu2 1).28 Thesematerials 
exhibit very close lanice parameters so the resulting XRD 
patterns are not distinguishable within our peak widths. 
To 1Iliderstalid the variations ofQO composition durillg the 
fast hea ting synthesis, we estiIn ated the ln/Cu nnio of the 
a toms deposited on the QDs hetween the fîrst s,,'l.mple taken 
a t 140 oC and subsequent reaction times/temperatures using 
the In, Cu, Se çomposition and the size orthe dinerent QD 
samplcs (see the Supportillg Inl'ormation). The In/Cu r.:ltio 
of the depositcd ll1aterial is close 10 one a t ail times (sec the 
Suppo rling Information, Figure S4)_ T his suggesls that 
the QDs initially nucleate with il high In/Cu ratio and tl1<lt 
the subsequent growth c.:orresponds to deposiLion or sto­
ichiolTlctric CuInSc2_ Evcn though the QO bandgap dc­
pends on the composition (the buLk bandgap of CulnSe2 is 
1_04 eV, \Vhe re:1S Ihat of Cu In3Se, is 1.21 eV,"!."), our resull-S 
suggest that the shifts in absorption and emission spectra 
during the synLhesis are rnainl y due to a progres::;ive increase 
in sile resul ling in a deerease of quantum conlinement 
effccts, and to a lesser extcnt to a diffcrcncc in composition. 

(28) ZhHng. S. B.: Wei. S. H.: Zungel'. A. : Klltll ynrnu-Yoshida. H. Php. 
Rer. 8 1998. 57,9642 9656. 

(29) Wasim. S. M.: Kincon. C : 1arin. G .: Delgado. J. 1. Appl. J'''J's. 
uu. 2000, 77.94- 96. 
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Thcse structural propcrties pro vide a rramework to 
better understand the optical properties of our Cu- ln­
Se QDs. Cu - ln-Se PL spectra are hroad even forsma ller 
QDs (fwhm ~ 110-150 nm) and exhibit large Stokesshifts 
(I"rom ...... 130 10 ...... \00 nm \Vilh increasing wavelength) çom­
parcd to II - YI QDs. as was prcviously rcportcd for 
CulnS2 and CulnSe2.17

-
11J ln addition, we noted that 

photoluminescence exci ta i ion (PLE) spectra do nOI va ry 
much with the se lected emission wavc1ength wi thin a 
QD population (Figure 5). This indicales thal QDs with 
nearly identical absorptioll properlies exhibit very dilTer­
ent Stokes shift and emission spectra , in contrast to what 
isobserved wil h II -YI QDs. So Ihe broad Pl. speclra may 
Ilot he attributed only to size and/or composition hetero­
geneity but must arise from the nature of the PL emission. 
The PL decay or lhese Cu- In- Sc QDs is dominaled by 
a dccay lime that is mllch longer than what is lI slially 
observed fo r II - YI maleri als (see Ihe SlIpporling Info r­
mation, Figure S5J\): 170- 275 nscompared to ..-...- 10- 20 ns 
fo r OJSe QDs. ~o These results are aiso inconsistent with 
a photoluminesœnce produced by band~edge exciton 
recombination. 'fhey inslead suggest tha l the exciton 
energy is rapidly Iransfen ed to defccl levels within the 
bandgap, a nd that the radia ti ve recombÎnatÎon then 
oçcurs as a donor- acceptor transition. These donor­
a(.:œplor pairs may be linked to Ihe observed prt'sem.:e or 
(2Ycu + Inc/+) dcfcet pai rs, as discllssed above and as 
previously d iscussed in other reports. 21 Even tbough the 
emÎssîon is not di recl ly due to hand edge recombînatÎo!l , 
the PL spectra still shift to the bille when the particle size 
de<.:reases due 10 quantum <.:onlinemt'nl, albeit slo\Ver 
than the absorption spcctra (sec thc Supporling Informa­
tion , Figure S6). This indicates that the energy of the 
donor and acceptor electronic levels involved În the 
radiative recombination are cor related \Vi th the energy 
01" lhe valen<.:e and <.:ond uclion bands. 

The PLquantlim yicld ofoul'Cu-In-Seeol'e QOs was 
still sensitive 10 surface oxid'l1 ion. ln pêlrtieular, tnlnsfer 
of the Cu- ln-Se Q Ds ÎIHO \Valer hy liga nd excha nge 
resulted in an immediate loss of the QD PL. ft \Vas 
lherel"o re ne<.:essary 10 grow a high bandgap ZnS shell 
around the cores to proteet them l'rom lhcir cnvironrncn l. 

Cu- ln- Se/ZnS Core/SlieU Syntllesis :md ln "b,o lmag­
ing. Zi nc sul ride waschosen to OverCOll. t the Cu lnSe2 QDs 
for its large bandgap (3.6 1 eV), which provides fi type 1 
band alignmen t11 ,u \Vith Cu- Tn- Se cores and ils rela­
ti vt::ly close crys talline struclure (:tine-blende). The lattice:: 
mismalch between ZnS and C UlllSC2 is a bout 7% , which 
should allow epiHlxial growlh ofseveral 7.nS monohlyers 
wi thout introduci ng excessive strain on the cores Y ZnS 
presen ls a reduced toxici ly, which is crucial for a surface 
material lhat will be in contact with biological tissues. 

(30) Crooker. S. A.: BUl'rick. T.: HollingswOI'th. J. A,: Klimov. V. 1. 
AIIIJ!. Php-. Leu. 2003. 82, 2793- 2795. 

(31) akada . T .: 1I0ngo. M.: lIayashi . E. ll1il/ Solid h lm$ 20tl3. Hl. 
242- 248. 

(32) WQI'z. M .: Pschorr-Schoberel'. E.: Fliel'l. R.: Preis. H.: Gebhurdt. 
W. J. AIIIIJ. Phys. 1998, 84,2871 2875. 

(33) IThlirria . S.: G\lyot -Sionnesl. p.: 1ahJer. H.: D\lbertret. n. 1'11)"$, 
Rel'. U>ff . 2001. Y9. 265501. 
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Moreover, this malerial is well-resistan l 10 oxidalion. 
Several methods have bcen devclopcd 10 gl'OW ZnS shell 
on QDs, e.g. , CdSe, CdS, and more rcccntIy, InJl 7 or 
Cu lnS2_17.19.22 Here Z-nS shell growlh was perfo rmect by 
dropwise injection of zinc bis(ethyIxa nthogenate) a nd 
zim; oleale al 190 oc. ~4 The high reactivily 0 1" these 
prccursors allows using a rcla ti vcly low rcaction lempera­
ture and avoids ill terdifTusion of Zn in lo the cores and 
excess ive dissolution of lhe Cu- ln - Se cores \Vith OAm 

ror a il samples, the fluoresce nce quantum yie1d was 
strongly enhanced during the growth of ZnS. For exam­
pk, lor cores synthesi.œd al 140 oC, ZnS shell gro\Vth 
rcsulted in a Q Y increasing a bout IO-foId, from -..-4 to 
43% as showil in Figure 6, which Îs to the hest of o ur 
knowledge the highest PL QY reported for Cu-ln-Se 
QDs. This may indicate an improved surface passivation 
of thc core by ZnS. Wc found lhat under excita tion, the 

(34) l'rot iere. M.: Reiss. p. /II(lII(lJ((I((o R~s, Urt , 2006. 1. 62- 67. 
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fluorescence of sa mples emitting (il visible wavelengl hs 
\Vas detected by eye even nt high Temperature (200 OC) 
during the syn thesis. T hi s \Vas nuL the (,:ase o r (,:ore QDs 
where nonradiative recombinations [rom surfaœ states 
prcvai lcd. ZnS shell growth could be followcd bya pro­
gressi"t!' increa~ in the high energy (À < 350 nm) portion 
of the intcgralcd PLi:: (lPLE) corrcsponding to the shcll 
contribution (Figure 7). The intensity increase hetween 
350 and 440 nm \Vas probably due to a small diffusion of 
Zn into thc cores. Using IPLE instcad of thc lI sual single 
emi ~~ ion wavelenglh PLE i ~ prefera hIe with hroad PL 
spectra as il avoids selecling QD subpopula tions. Final 
IPLE and absorption spectra were similar but showed a 
~11lall amount of ZnS nanocry~lal~ nucleation, a~ COIl ­
firmed in XRD measuremems (da ta not shown). Fluores­
cence spcctra were progressivcly shiflcd to the bille (partie­
uh~ r1y fOr sm~11 1er cores) during shell growlh, whieh eou ld 
be due to interditTus ion of zinc illlo the cores. Final P L 
maxima covered il wide sJX.:Ctml range j'rom 700 10 1030 mn 
(Figure 8) wilh ...... 40- 50% ofQY for 41'1.;S 800 nm and 
decreasing to .-.... 10% for the reddcst s..'1m ple at .-.... 1000 mll . 

No signifi t;:an t growth was rneasurcù in T EM betwecn 
the cores ~nd the corrcspondi ng core/shcll QUs, proba bly 
because of the small thickness of deposited ZnS compared 
to the sile dis trib ut ion (st'e Figurt' S7 in the Supporting 
Info rmation). The shapcs were Illostly silllil~r to the Cu­
In- Se core QD~. PL mea~uremenls ~howed that spectra l 
widths and decay times o f core and core/shell QDs were 
similar (sec Figure S5 in the Supporting Information) , 
~ ugge~ting 1hat ~urface pa~~ i vatioll did not 11l0dîfy the 
nature ofthe emission and therefore lhat the defects at the 
origin of the PL cmission arc located inside the Cu-In­
Se COres (da ta nOI shown) 

Water solubiliza1Ïon of Cu - In- Se/ZnS QDs emitting 
at 800 IIIIl was perfonncd by exchanging the initial hydro­
phobie ligands with new hydrophilie li g~lIlds eomposed 
of a dithiol a nchor group and a compact sulfobeta ine 
zwillcrionic groupY The exdmnged QDs were stable in 
wil ler a nd Sland<~ rd biologie,~1 buffers fOr long periods Of 

fi gure 9. ln vivo nUoTU;CCnu: imaging or thl: right nank or a muu';!.: 
hefore (Iefl) :mc! 4 h after sllnclll:meom; injection of QDs (righl)_ The 
injt"t'Iion point is hidden 10 improw visuuliZUtiOn or the Iymph nOOt". 

time (a t least several months) and relained high quantum 
yields (lypü.:ally 20% for PL "'" 800 nm l'ompared to 
...... 40% in organic solutions; this PL decreasc is similar 
to \Vhat has been previou~ly reported fo r, c.g. , CdSe­
base<.t QDs ~i . ~'). \Ve fi nally lested lhese core/shell QDs for 
in riro imaging in salall rodcnts by pc:rlormillg imaging o r 
the righL ax illa ry lymph node. Lymph node ~tatu~ i ~ a key 
prognostic factor in patients \Vith breastcancer, because it is 
the fi rst rcgional stcp of Iymphatic dminage and metastasis 
of Ihe primary lumOr. I.ymph node imaging using ne.,'l r­
infrared fluorescent QDs may otTer a promising alternative 
to the eurrent procedures involving consccuti ve injections 
of nld ioactive eolloids and blue dyes.37

•
311 The QDs were 

purified by ultracentrifugation and ultrafiltration and 
..... 20 p L ( ....... 0.5 oplical ùcnsi ty al 690 nm) were injcl·teù 
sllbcutancously into the right an tcrior paw of healthy 
mice. The regional lymph node was visible as soon as a 
few minutes and l'or sever",1 hours arter injection by nt'ar­
infrared fluorescence imaging (Figure 9 a nd the Support­
ing Information, Figure SR), and the QD accumulation in 
the right axillary Iymph node at 4 h post injection corre­
spondcd to 1.42 ± 0.42% of the in je ct cd doscas indicatcd 
by ICP-MS measuremelllS of ln concent ration , \\Ihich i~ 
consistent \Vith what was previously o bserved \Vith othe r 
11 - Vi ol' 1-111- VI2 nca r-infrared ("lUS.IO·22.39.4O This 
demonstrates that the Cu-l n- Se/Z nS core/shell QD~ 

(35) Liu, W_; Howarlh, M_ ; GrcYlak , k Il _; Zheng. Y _; Nocer:.! , D_ G_; 
Ting. A. Y.: Bawcmli. M. G . J. Am. Chen!. SiJe. 2008,130, 1274-
1284. 

(36) SUS\lmu . K .: Uyeda. 11 . T .: Medintz, l. L.: J'ons, T .: Vtleh;mty. 
J_ Il. ; MaIlOUs.~I , H_ J _ Am_ Chi'/JI_ SM_ 2007, /19. 139R7- I399h 

(37) Ferrari . 11..: Ro\'era. F., D iouigi . P.; Limouta, G.: Marelli, M .. 
lksana Ciuni, 1., Bianchi, V.; Vanoli, C ., D ionigi. R . EXpt'TI Rel' . 
Ami,O/J,t'r 111t'r . 21.11)6, 6. 150:1- 15. 

(38) Ro\'era. F. : Frattini. F.: Mu relli. M.: COI·ben. A. D.: Dionigi . G.: 
Boui. l.: Dionigi. R. / 111. 1. Surg. 2008, 6(Suppll), SI09 12. 

(39) Ralloll , Il_ ; Emsi. L k: Andrcko, S_; Harper. T ; Filzpalrick. J_ A 
J. : Wa)?gom:r. A . S.: Bru.;hc.l, M . l'. BiocOlljllj{lIll' Chl''''. 2oo7 /8 
389 396. ' , 

(40) Pic. E.; l'ons, T ; He7c!eln.1y.1 , L; I.eroux . A_; Guillemin, F.; 
Dllocnrcl , R_ ; Marcha l, F_ 11/01. Imaging Hin/. 2009, 12,394-405 

(4 1) Suri. D. K .: Nagpal. K. c.. Lnadha . G. K . 1. Appt. Crys/al/Qgr. 
1989,22,578-58] . 
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maintained their optÎcal propenies in l'ira for at least 
several hours. 

Conclusion 

Wc have presented here a novel and simple scheme for 
the synthesis of fluorescent Cu-In-Se core and 
Cu - ln- SejZnS corejshell QDs. This synthesis could be 
eas ily scaled up since it does Ilot require injection or 
hazardous precursors. The core sizes \Vere cont rolJed by 
the fina l temperature of the synthesis or by the speed of 
the temperature rise. The resulting core- shell QDs oITer 
PL emission tunable from 700 to 1000 nm direct ly depen­
dent on the particle size, \Vith quantum yields ranging 
from ....... 50% for smaller QDs to 10% to larger QDs in 
organic solvents. Thei r photophysical properties are con­
sistent \Vith donor- acceptor recombination raIher than 
direct band edge exciton recombination. Zinc sulfide shcll 
growth provided good PL stabi lity in aqueous envi ron-

ment , as \Vas demonstrated \Vith in vil'o imaging of 
regional lymph nodes in mice. These QDs represen t a 
nove! cJass of Cd-, Hg-, and Pb-free emillers in the near­
infrared range up to 11m1 that ex tend the spectral range 
o ffered by previously reported Cu lnSrbased QDs. 
Further careful studies will be needed to determine the 
toxicityofthese Cu- ln- SejZnS QDs, and we expect (ha t 
these QDs could find numerous applications in light 
emitting devices or for in l' iw imaging \Vith reduced 
loxicÎty. 
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Localisation du ganglion sentinelle au moyen de nanoparticules fluorescentes 
émettant dans le proche infrarouge : Application au cancer du sein 

 

La biopsie du ganglion sentinelle (GS) est actuellement la technique de référence pour le 
diagnostic des métastases ganglionnaires du cancer du sein. Cependant, les traceurs utilisés pour la 
cartographie du GS (colorant bleu et radiocolloïde) ne sont pas idéaux et peuvent occasionner des 
réactions allergiques et engendrer des coûts importants. Une alternative à l’utilisation de ces traceurs 
repose sur le repérage du GS par imagerie de fluorescence proche infrarouge à l’aide de 
nanoparticules. Deux types de nanoparticules ont été étudiés : les Quantum Dots (QDs) à base 
d’indium et les nanoparticules de silice (NPSi) renfermant de la cyanine 7. 

Notre étude s’est basée sur des QDs-indium, dont la toxicité est supposée être plus faible que 
celle des QDs à base de cadmium. La visualisation du GS par les traceurs actuels étant altérée par 
l’envahissement métastatique du ganglion, un modèle murin de carcinome mammaire présentant des 
métastases ganglionnaires a été utilisé. La présence de cellules métastatiques dans le ganglion 
n’affecte pas la migration des QDs puisqu’aucune différence d’intensité de fluorescence n’a pu être 
détectée entre les ganglions sains et les ganglions envahis. L’étude de biodistribution a mis en 
évidence une capture majeure des QDs au point d’injection et dans les ganglions ainsi qu’une plus 
faible concentration dans le foie et la rate. La toxicité des QDs a été évaluée in vitro et a démontré une 
toxicité fortement réduite des QDs-indium par rapport aux QDs-cadmium. 

Les NPSi ont été largement appliquée à l’imagerie tumorale mais les études portant sur la 
visualisation du GS sont peu nombreuses. Les avantages de l’encapsulation de la cyanine 7, 
fluorophore hydrophobe émettant dans le proche infrarouge, dans des NPSi comprennent notamment 
une meilleure rétention dans le GS et une toxicité in vitro considérablement limitée par rapport au 
fluorophore libre. Les souris ont été suivies pendant 3 mois après injection de NPSi et aucun signe de 
toxicité générale ou hépatique n’a pu être décelé. 

Ces deux types de nanoparticules fluorescentes sont particulièrement bien adaptés à la 
cartographie du GS et pourraient avantageusement remplacer les traceurs employés actuellement. 

 
Mots clés : ganglion sentinelle, imagerie de fluorescence proche infrarouge, Quantum Dots à base 
d’indium, nanoparticules de silice, cyanine 

 

 

Mapping of sentinel lymph node with near-infrared emitting nanoparticles:  
Breast cancer application 

 

Sentinel lymph node (SLN) biopsy is a reliable technique for the diagnosis of metastases in 
breast cancer. However, the tracers used (blue dye and radiocolloid) are not optimal because they can 
cause allergic reactions and major costs in waste processing. Our strategy was to use near-infrared 
emitting nanoparticles for the mapping of SLN: indium-based Quantum Dots (QDs) and cyanine 7 
embedded in silica nanoparticles (SiNP). 

We investigated indium-based QDs, which are presumed to be less toxic than their cadmium-
based counterparts. Considering that SLN mapping is impaired if lymph nodes are invaded by 
metastatic cells, we therefore used a murine model of mammary carcinoma with lymphatic metastases. 
Metastatic cells did not influence the migration of QDs in the SLN since no difference in fluorescence 
intensity could be observed between healthy and metastatic SLN. The biodistribution study concluded 
that the major organs of retention were the injection point and lymph nodes whereas liver and spleen 
accumulated fewer QDs. The cytotoxicity tests demonstrated a weak in vitro toxicity of indium- 
compared to cadmium-based QDs. 

SiNP have been already used for tumor imaging but reports on the mapping of SLN with near-
infrared emitting SiNP are sparse. The benefits of the encapsulation of the hydrophobic near-infrared 
emitting fluorophore cyanine 7 included a better retention in the SLN and a reduced in vitro toxicity 
compared to free fluorophore. The in vivo toxicity in mice was followed during 3 months after 
injection and did not reveal any signs of general or hepatic toxicity. 

Both fluorescent nanoparticles are thus well adapted for the mapping of the SLN and could be 
a favourable substitute to the actually tracers. 

 
Key words: sentinel lymph node, near-infrared fluorescence imaging, indium-based Quantum Dots, 
silica nanoparticles, cyanine 
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