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1.1 Cancers ovariens 

1.1.1. Épidémiologie   

Les cancers ovariens constituent une exception parmi les cancers humains : s’ils 

sont relativement rares, avec, pour l’ensemble de la population mondiale environ 

239 000 nouveaux cas estimés en 2012, ils demeurent particulièrement mortels, avec 

environ 152 000 décès estimés cette même année. En France, l’institut national du 

cancer prévoit environ 4 714 nouveaux cas de cancers ovariens pour l’année 2017, sur 

185 000 femmes diagnostiquées avec un cancer la même année.(Doufekas and Olaitan, 

2014) Cette faible incidence (17e) opposée à cette très forte mortalité (5e cause de 

mortalité par cancer avec 3 111 décès prévu en 2017) fait du cancer de l’ovaire le cancer 

gynécologique le plus mortel.(Siegel et al., 2018) Cette importante mortalité est la 

conséquence d’un diagnostic généralement tardif, majoritairement posé à un stade 

avancé (Figure 1), associé aux difficultés du traitement curatif. 

 

Figure 1 : Pourcentage de cas par stade et survie à 5 ans suivant le stade. (Surveillance, epidemiology and End Results program, 

mené par le National Cancer Institute américain) 
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1.1.2. Physiologie de l’ovaire et de la cavité péritonéale    

Localisés au niveau du pelvis, les deux ovaires sont disposés de part et d’autre 

de l’utérus, auquel ils sont reliés par les trompes de Fallope. Leur rôle premier est la 

production d’ovocyte, sous l’action des hormones hypophysaires, en particulier 

l’hormone lutéinisante et l’hormone folliculostimulante. Leur première particularité 

anatomique, par comparaison avec les autres organes présents dans la cavité 

péritonéale, est de ne pas être recouverts d’une membrane séreuse, le péritoine, 

contrairement aux organes des systèmes digestifs. Les ovaires sont donc baignés 

directement dans le fluide péritonéal, qui circule dans toute la cavité péritonéale. 

Chaque ovaire est revêtu d’un épithélium pavimenteux cubique ou simple, et 

comprends deux zones : une située en périphérie, appelée zone corticale, qui comporte 

les follicules ovariens contenant les ovocytes et le stroma ovarien ; et la zone 

médullaire située au centre de l’ovaire, constituée de tissus conjonctifs lâches et 

contenant les vaisseaux sanguins et lymphatiques, ainsi que les nerfs. 

Les cancers ovariens ont longtemps été classés suivant leur type histologique, 

épithélial ou non, jusqu’à l’établissement d’une classification plus fine, basée sur leurs 

morphologies et leurs implications cliniques.(Matz et al., 2017) 

Paradoxalement, il apparait que la majorité des cancers « ovariens » ne sont pas 

originaires de l’ovaire, mais des trompes de Fallope. Près de 75% des cancers ovariens 

sont des carcinomes ovariens séreux de haut grade, classés type II, souvent 

diagnostiqués à un stade avancé offrant de faibles chances de survie.  

Ils sont majoritairement dérivés des cellules épithéliales des trompes de 

Fallope.(Kindelberger et al., 2007) Ces cellules sont très facilement exfoliées(Piek et al., 

2001) et peuvent, lors de l’ovulation, migrer des trompes à la surface encore dénudée 

de l’ovaire, puis y former un kyste, avant de se transformer en cellules cancéreuses. 

Elles peuvent aussi se transformer sur les trompes puis migrer jusqu’à 

l’ovaire.(Kurman and Shih, 2010) Cette implication des cellules des trompes de Fallope 
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a été confirmée cliniquement, mais les mécanismes mis en jeux restent encore à 

élucider.(Labidi-Galy et al., 2017) 

Les autres types histologiques de cancers ovariens sont classés type I, et 

regroupent les adénocarcinomes à cellules claires, et les carcinomes endométrioïdes, 

eux aussi suspectés d’être dérivés des trompes.(Wang et al., 2015) A ceux-ci s’ajoutent 

aussi les carcinomes mucineux ou de Brenner. Ces cancers « ovariens » de type I, 

minoritaires sont souvent diagnostiqués à des stades plus précoces, et offrent donc un 

meilleur pronostic 

1.1.3.  Physiopathologie du cancer de l’ovaire  

Dans ce modèle, les cellules épithéliales des trompes régulièrement exposées 

aux cytokines pro-inflammatoires associées à l’ovulation et aux espèces réactives de 

l’oxygène peuvent subir une mutation du gène de la protéine P53, et se transformer. 

Les cellules cancéreuses ainsi formées vont se multiplier, le cancer est alors confiné à 

son site d’origine, défini par la Fédération Internationale des Gynécologues et 

Obstétriciens (FIGO) comme un stade FIGO I (table I). Le cancer va alors s’étendre à 

l’ovaire, à l’utérus ou aux autres tissus pelviens intrapéritonéaux (FIGO II). Ces stades 

sont généralement asymptomatiques, retardant d’autant le diagnostic. 

À partir de cette tumeur primaire et de ses extensions, les cellules cancéreuses 

peuvent réaliser leur transition épithélio-mésenchymateuse, et être exfoliées et libérées 

dans le fluide péritonéal. En suspension dans ce fluide, les cellules vont s’agréger et 

former des sphéroïdes. Sous cette forme, les cellules présentent une résistance accrue 

face aux cellules immunitaires et aux chimiothérapies. En outre, ces sphéroïdes vont 

interagir avec de nombreux types cellulaires du microenvironnement péritonéal 

(adipocyte, cellules immunitaires, épithélium, plaquette), et ainsi stimuler le processus 

métastatique.  
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Table I : Classification FIGO des cancers ovariens, des tubes de Fallopes et du péritoine. 

 

Stade FIGO Description Stade TNM  

I Tumeur confinée aux ovaires ou aux trompes de Fallope T1 

IA Tumeur limitée à un ovaire (capsule intacte) ou à une trompe de Fallope, 

absence de tumeurs en surface des ovaires ou trompes de Fallope, pas de 

cellules malignes dans l'ascite ou les lavages péritonéaux 

T1a 

IB Tumeur limitée aux ovaires (capsules intactes) ou aux trompes de 

Fallope, absence de tumeurs en surface des ovaires ou trompe de Fallope, 

pas de cellules malignes dans l'ascite ou les lavages péritonéaux 

T1b 

IC Tumeur limitée à une ou aux deux ovaires ou trompes de Fallope, avec 

soit :  

T1c 

*IC1 : libération de cellules cancéreuses due à la chirurgie   

*IC2 : capsule rompue avant la chirurgie ou tumeur en surface des ovaires 

ou des trompes de Fallope 

  

*IC3 : cellules malignes dans l'ascite ou les lavages péritonéaux   

II Tumeur impliquant un ou les deux ovaires, ou les trompes de Fallope, 

avec extension pelvienne ou cancer péritonéal primaire 

T2 

IIA Extension ou implant tumoraux sur l'utérus et/ou les trompes de Faloppe 

et/ou les ovaires 

T2a 

IIB Extension tumorale aux autres tissues intrapéritonéaux pelviens T2b 

III Tumeur impliquant un ou les deux ovaires, ou les trompes de Fallope, ou 

cancer péritonéal primaire avec confirmation histologique ou cytologique 

d'une invasion péritonéale au-delà du pelvis, ou métastase dans les 

ganglions lymphatiques rétro péritonéaux 

T3 

IIIA IIIA1 : ganglions  rétro péritonéaux  positifs T1, T2, T3aN1 

*IIIA1 (i) : métastase jusqu'a 10 mm dans sa plus grande dimension   

*IIIA1 (ii) : métastase de plus de 10 mm dans sa plus grande dimension T3a/T3aN1 

IIIaA2 : implants tumoraux extra pelviens microscopiques avec ou sans 

atteinte des ganglions rétro péritonéaux 

Métastases péritonéales macroscopiques extra pelvienne de plus de 2 cm 

dans leur plus grande dimension, sans atteinte des ganglions rétro 

péritonéaux 

T3a/T3aN1 

IIIB Métastases péritonéales macroscopiques extra pelvienne de plus de 2 cm 

dans leur plus grande dimension, avec ou sans atteinte des ganglions 

rétro péritonéaux (inclus l'atteinte de la capsule hépatique ou de la rate 

sans implication du parenchyme de ses organes) 

T3b/T3bN1 

IIIC Métastases distantes, à l'exclusion de la carcinomatose péritonéale T3c/T3cN1 

IV *IVA : effusion pleurale avec cytologie positive   

Tout T, tout N et M1 *IVB : métastases parenchymales et atteinte des organes extra-

abdominaux (inclut les ganglions lymphatiques inguinaux et intra-

abdominaux) 
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Ces sphéroïdes vont ensuite réaliser leur transition mésenchymo-épithéliale, 

adhérer au mésothélium du péritoine ou des organes péritonéaux, puis infiltrer les 

tissus sous- jacents avant de s’y multiplier. Les cellules cancéreuses ainsi implantées 

vont alors proliférer, stimuler l’angiogenèse et former un nodule.  

Ce phénomène se répète et s’amplifie, la quantité de cellules cancéreuses en 

circulation dans le fluide péritonéal évolue de façon exponentielle. Elles vont alors 

envahir les réseaux lymphatiques, réduisant le drainage du fluide péritonéal, et 

augmenter la perméabilité du péritoine, en sécrétant du facteur de croissance 

endothéliale, entrainant ainsi une ascite.(Herr et al., 2012) C’est majoritairement à ce 

stade (FIGO III) que les premiers symptômes apparaissent, notamment des 

ballonnements et douleurs pelviennes et abdominales.  

Cette apparition tardive des symptômes, ajoutée à l’absence de biomarqueur 

fiable aux stades précoces des cancers ovariens, explique le diagnostic tardif.(Ueland, 

2017) Une fois la carcinomatose péritonéale établie, les cellules cancéreuses en 

suspension dans le fluide ascitique peuvent être drainées par le réseau lymphatique 

du diaphragme, le franchir et rejoindre la circulation pour établir des métastases extra-

péritonéales (FIGO IV).(Abu-Hijleh et al., 1995) 

1.1.4. Diagnostic  

 Face à ces symptômes, des examens pelviens et rectovaginaux, associés à 

l’imagerie médicale (échographie transvaginale et abdominale, tomographie assistée 

par ordinateur ou par émission de positron et  imagerie de résonance magnétique) sont 

réalisés pour détecter d’éventuelles masses ovariennes, et estimer leur localisation et 

leur taille.(Sokalska et al., 2009) Le dosage sanguin du marqueur tumoral CA 125 

(carbohydrate antigen 125) est aussi effectué dans le cadre du diagnostic. 

Le diagnostic intervient majoritairement en fin de vie active, les patientes étant 

âgées en moyenne de 63 ans. 
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La majorité des patientes présente alors une ascite et des troubles digestifs 

(constipation, obstruction, diarrhée, vomissement et reflux gastro-intestinal), des 

ballonnements, douleurs abdominales et pelviennes, une sensation d’épuisement et 

difficultés respiratoires.(Goff et al., 2000) (Doufekas and Olaitan, 2014) 

 Une laparoscopie et l’excision d’éventuelles masses tumorales restent 

recommandées, pour confirmer le diagnostic, préciser le type histologique des 

tumeurs, et juger de l’extension du cancer. (Demir and Marchand, 2012) 

1.1.4 Traitement de référence 

Face à ces stades avancés, et notamment la carcinomatose péritonéale, un 

traitement curatif doit atteindre 3 objectifs complémentaires : 

Premièrement, la résection chirurgicale de l’ensemble des tissus cancéreux, afin 

de minimiser la quantité de cellules cancéreuses résiduelles, ainsi appelée chirurgie de 

cytoréduction. Ensuite, l’éradication de ces cellules résiduelles puis la prévention de 

toute récurrence par chimiothérapie. 

Les premiers efforts en termes de cytoréduction ont débuté en 1934. Pour 

soulager les patientes des symptômes induits par la carcinomatose péritonéale, les 

premières chirurgies, souvent associées à la radiothérapie et parfois à la 

chimiothérapie, ont été alors été développées.(Neuwirth et al., 2016)(Neuwirth et al., 

2016) Ces traitements alors étaient à visée palliative plus que curative, la réussite d’une 

cytoréduction totale (i.e. sans tumeurs résiduelles visibles)  paraissant hors d’atteinte, 

voire inutile. Cette dernière assomption n’a été battue en brèche que 40 après, lorsque 

l’utilisation d’une chirurgie plus agressive a permis d’améliorer la survie (Munnell, 

1968, 1969), et que cette amélioration était inversement proportionnelle à la taille des 

tumeurs résiduelles. (Griffiths, 1975; Griffiths et al., 1979) 

 Il était donc nécessaire de développer des outils pour prédire la possibilité ou non 

d’une cytoréduction complète. Dans le but d’évaluer l’étendue des carcinomatoses 
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péritonéales, et pour évaluer leur résécabilité, deux systèmes de score ont été 

développés.  

Le premier score a été développé par Fagotti.(Fagotti et al., 2006) Etabli lors de 

la coelioscopie, il permet d’estimer la résécabilité de la carcinomatose péritonéale. Ce 

score repose sur six items : l’atteinte du grand épiploon, du diaphragme, une rétraction 

mésentérique, l’infiltration de l’estomac et des lésions hépatiques. Chacun des items 

reçoit un score en fonction des observations (Table II). 

Tableau II. Système de score établi par Fagotti.(Fagotti et al., 2006) 

Paramètres  Score  

Gâteau épiploïque 0 localisation isolée 

ou 2 : infiltration diffuse allant à la grande courbure de l’estomac 

Carcinose péritonéale 0 : carcinose atteignant des territoires limités (gouttière para colique ou péritoine 

pelvien résécables chirurgicalement par péritonectomie)  

ou 2 : infiltration péritonéale massive NON RÉSÉCABLE ou distribution miliaire 

Carcinose 

diaphragmatique 

0 : tous les autres cas 

ou 2 infiltration large ou nodules confluants infiltrant la majeure partie de la surface 

diaphragmatique 

Rétraction 

mésentérique 

0 : absence de rétraction mésentérique 

ou 2 : rétraction mésentérique 

Infiltration du tube 

digestif 

0 : tous les autres cas 

ou 2 : une résection digestive est envisagée 

Infiltration de 

l’estomac 

0 : tous les autres cas 

ou 2 : nodules infiltrant l’estomac et/ ou rate/et/ ou petit épiploon 

Métastases hépatiques 0 : tous les autres cas 

ou 2 : toute lésion de surface >2cm 

 

La somme des points de ces items permet d’établir un score , qui s’il est 

supérieur ou égal à 8, permet de prédire une cytoréduction incomplète.(Fagotti et al., 

2008) Le  traitement débute alors par une chimiothérapie néo adjuvante dans le but de 

rendre la cytoréduction complète accessible. Pour les patientes avec un score inférieur 

à 8, la cytoréduction est le traitement de référence. 

L’index de carcinomatose péritonéale (ICP), développé par 

Sugarbaker,(Sugarbaker and Jablonski, 1995) basé sur l’observation de l’étendue de la 

carcinomatose par laparotomie associée ou non à la tomographie assistée par 

ordinateur, est le deuxième score (Figure 2). L’abdomen est virtuellement divisé en 9 

régions, numérotées de 0 (pour la partie centrale) à 8, du cadran supérieur gauche (1) 
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au flanc droit (8) dans le sens horaire. L’intestin grêle est subdivisé en 4 zones, du 

jéjunum supérieur (9) à l’iléon distal. Pour chaque région, la présence et la taille 

maximale de tumeurs détectées définit un score de 0 (absence de tumeur) à 3 (tumeur 

d’au moins 5 cm). La somme des scores de chaque région constitue l’index de 

carcinomatose péritonéale (ICP) (Neuwirth et al., 2016). Cet index a été validé pour les 

carcinomatoses péritonéales d’origine ovariennes (Tentes et al., 2003) et est utilisé pour 

choisir et planifier le traitement, avec un objectif curatif jusqu’à un ICP égal à 30 pour 

les cancers ovariens. Au besoin, une chimiothérapie néo-adjuvante peut être utilisée 

en amont de l’opération pour réduire la masse tumorale(Sato and Itamochi, 2014; 

Schwartz, 2008) toutefois cette approche n’est pas systématique. 

 

Figure 2 : Index de carcinomatose péritonéale, avec les 12 régions et le score attribués à chaque région suivant la taille des 

tumeurs.(Sugarbaker and Jablonski, 1995) 

Une fois la carcinomatose quantifiée et cartographiée, le traitement chirurgical 

peut débuter. Celle-ci reste particulièrement difficile, le péritoine lui-même mesure à 

lui seul plus d’un mètre carré de surface(Albanese et al., 2009) avec de nombreux 

replis, sur laquelle se répartissent les  implants tumoraux, parfois de taille 

submillimétrique. A cette importance surface s’ajoutait l’absence d’un protocole 
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chirurgical standardisé, qui rendait les résultats extrêmement aléatoires d’un 

chirurgien à l’autre. Cette standardisation a été réalisée, dans la continuité de l’ICP, 

par le Pr Sugarbaker. En associant plusieurs procédures chirurgicales et en précisant 

les points clés d’une chirurgie efficace, il a posé les jalons d’une méthode standardisée 

pour tenter d’atteindre une cytoréduction complète. 

Usuellement, l’opération se fait ventre ouvert, et débute par une hystérectomie 

totale avec salpingoovariectomie bilatérale, suivie de la résection de l’omentum, puis 

au besoin de la rate. La chirurgie se poursuit en abordant le quadrant supérieur droit, 

en éliminant toute les métastases présentes sur le foie, la partie droite du diaphragme, 

et en éliminant le péritoine pour atteindre l’espace sous hépatique, afin d’examiner le 

rein droit et la glande surrénale. Le chirurgien explore ensuite la partie supérieure 

centrale de l’abdomen, et résèque les éventuelles métastases sur le sillon transverse du 

foie, la partie inférieure de l’omentum et l’estomac. Il aborde ensuite le cadrant 

supérieur gauche, notamment les surfaces du diaphragme et du pancréas. L’intestin 

grêle est exploré, les nodules réséqués ainsi qu’au niveau des flancs. Enfin, il termine 

par la cavité pelvienne, en réséquant les métastases présentes sur les ovaires, l’utérus  

et le rectum. Il procède aussi à une appendicectomie et à des curages ganglionnaires 

pelviens et lomboaortiques.  La chirurgie est considérée comme complète lorsque la 

totalité des tissus cancéreux macroscopiques a été excisée.(Lim et al., 2012) 

Elle est alors suivie d’une chimiothérapie, dont l’objectif est de finaliser 

l’élimination des tissus cancéreux microscopiques et des cellules circulantes. Cette 

chimiothérapie a aussi évolué au fil du temps, tant dans le choix des agents de 

chimiothérapie que leurs modalités d’administrations.(Cristea et al., 2010)  

Les premières chimiothérapies des cancers ovariens ont été basées sur des 

agents alkylants, jusqu’au premier essai utilisant des sels de platine, plus actifs contre 

les cancers ovariens.(Rossof et al., 1979; Thigpen et al., 1979) Plusieurs essais cliniques 

associant ces sels avec d’autres types d’agents de chimiothérapie ont produit la 

première combinaison efficace, en associant cyclophosphamide et cis-platine.(Decker 
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et al., 1982) Le cis-platine a ensuite été remplacé par le carboplatine, mieux toléré par 

les patientes(Alberts et al., 1992) tandis que le cyclophosphamide était remplacé par le 

paclitaxel, nouvellement disponible, et plus efficace pour les cancers 

ovariens.(McGuire et al., 1996)  

Depuis, la combinaison paclitaxel et carboplatine, administrée en plusieurs 

cycles par voie intraveineuse, est devenue la chimiothérapie de référence.(du Bois et 

al., 2003; Ozols et al., 2003) 

Toutefois, dans le cas des carcinomatoses péritonéales, les lésions cancéreuses 

résiduelles sont faiblement vascularisées, et, par définition, confinées à la cavité 

péritonéale. Le péritoine qui délimite cette cavité agit comme une membrane, et limite 

la pénétration des agents de chimiothérapie dans la cavité péritonéale(Torres et al., 

1978) réduisant leur action. Plus graves, les blessures et l’inflammation, occasionnées 

par la chirurgie, offrent un environnement immédiatement favorable et protecteur à la 

prolifération des cellules cancéreuses résiduelles.(Sugarbaker et al., 2003) En 

conséquence, seuls 50% des patientes répondent à la chimiothérapie intraveineuse, et 

30% d’entre elles présentent encore des lésions microscopiques après traitement, 

tandis plus de 60% des patientes traitées vont, à terme, développer une 

récurrence.(Fagotti et al., 2010) 

Pour augmenter l’efficacité de la chimiothérapie, plusieurs approches ont été 

proposées, notamment l’utilisation de fortes doses d’agents de chimiothérapie(Ngan 

et al., 1989) avec une augmentation significative des effets secondaires pour les 

patientes et sans résultats significatifs.(Vasey, 2003) Cependant, si les tumeurs sont 

confinées à la cavité péritonéale, et si le péritoine en limite l’accès aux agents de 

chimiothérapie injectés par voie intraveineuse, l’injection directe de ces agents dans la 

cavité péritonéale permet d’utiliser d’importantes doses tout en limitant l’exposition 

systémique. La chimiothérapie intrapéritonéale a donc été développée(Pretorius et al., 

1981) et comparée avec succès à la chimiothérapie injectée par voie intraveineuse. Lors 

des études du groupe d’oncologie gynécologique (GOG) 114 et 172, la chimiothérapie 
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IP, comparée à une chimiothérapie IV, a augmenté la survie de plusieurs mois 

.(Armstrong et al., 2006; Trimble and Christian, 2006) 

Toutefois, les résultats de ces études ont été longuement discutés, et l’ajout 

d’inhibiteur d’angiogenèse (bevacuzimab) à la chimiothérapie a remis en cause 

l’avantage des chimiothérapies IP comparées aux chimiothérapies IV, lors de l’étude 

GOG 252.  

Avec une survie sans récidive du cancer sans différence significative entre ces 

deux modalités(Wenzel et al., 2007) la chimiothérapie IV, associant paclitaxel et 

carboplatine, reste le consensus actuel. 

Une approche complémentaire, reposant sur l’hyperthermie (42°C), a aussi été 

explorée après de premiers résultats cliniques.(Larkin et al., 1977) Toujours pour éviter 

une hyperthermie systémique, cette modalité de traitement a rapidement été employée 

par voie intrapéritonéale, associée à la chimiothérapie(Shingleton et al., 1961) menant 

au développement de la chimio hyperthermie intrapéritonéale (CHIP), appliquée 

immédiatement après la chirurgie. Si cette dernière modalité de traitement a 

longtemps fait débat(Markman, 2016) sa supériorité a été démontrée lors d’un essai 

clinique prospectif randomisé, faisant gagner plus d’un an de survie aux patientes, 

sans aggravation des effets secondaires.(van Driel et al., 2018) Cependant, des études 

randomisées sont encore attendues, avant d’implémenter la CHIP en routine pour le 

traitement des cancers ovariens.(Kireeva et al., 2018) 

1.1.5. Traitements en développement 

Enfin, le recours aux thérapies ciblées est exploré, en particulier les inhibiteurs 

de la poly ADP ribosyl polymérase (PARP), parmi lesquels l’olaparib, le rucaparib et 

le niraparib, qui ont fait l’objet de nombreuses études cliniques. Ces trois molécules 

sont approuvées par la FDA en monothérapie pour le traitement des cancers ovariens 

récurrents (olaparib ou rucaparib) ou comme traitement de maintenance des cancers 

ovariens répondant, au moins partiellement, à la chimiothérapie (olaparib ou 
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niraparib).(Walsh, 2018) Toutefois, comme pour de nombreux inhibiteurs, des 

résistances sont déjà observées en milieu clinique.(Ceccaldi et al., 2015) 

1.1.6. Nécessité d’une chirurgie améliorée  

 De toutes les modalités de traitement, la chirurgie reste la clé de voute 

du traitement. En effet, la résection totale des lésions cancéreuses lors de la 

cytoréduction augmente significativement la survie moyenne(Figure 3) et la survie 

sans récidive du cancer.(Elattar et al., 2011) Malgré une cytoréduction considérée 

comme optimale, près d’une patiente sur deux présente encore des résidus tumoraux 

de plus d’un centimètre, avec un impact démontré sur la survie.(Covens, 2000; 

Lakhman et al., 2012) De fait, 70 % des patientes ayant bénéficié d’une cytoréduction 

« optimale » (sans résidus visibles) présente une rechute dans les deux ans suivant 

cette chirurgie(Dizon et al., 2002) la chirurgie restant indispensable pour améliorer la 

survie, comparée à la seule chimiothérapie.(Petrillo et al., 2014)  

 

Figure 3 : Relation entre pourcentage de cyréduction optimale et survie moyenne (en mois).(Schorge et al., 2010) 

Cet échec relatif du traitement reste partiellement inexpliqué. Les difficultés 

évidentes de la chirurgie influent probablement, tandis que plusieurs auteurs mettent 
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en avant l’implication potentielle de métastases microscopiques, donc non repérée par 

le chirurgien.(Azaïs et al., 2017) 

 Cette hypothèse ne repose que sur peu de données, et ces micrométastases sont 

surtout recherchées aux stades précoces (FIGO I et II). Une étude menée sur 122 

patientes, diagnostiquées à des stades FIGO I, a permis de détecter des métastases 

microscopiques dans la cavité péritonéale de 5% de ces patientes.(Shroff et al., 2011)  

Une seconde étude, menée sur un échantillon réduit de 30 femmes 

diagnostiquées à des stades précoces, a finalement diagnostiqué un stade III pour 20% 

des patientes, après détection de métastases microscopiques sur des biopsies 

péritonéales.(Soper et al., 1992) Enfin, de récentes études mettent en évidence la 

présence de tumeurs cachées sous la surface des tissus, elles aussi invisibles aux yeux 

du chirurgiens.(Hoogstins et al., 2016) 

1.2. Chirurgie de fluorescence 

Distinguer tissus sains et tissus cancéreux reste un des principaux défis de la 

chirurgie oncologique, et en particulier pour les lésions microscopiques. Si cette 

distinction est précise et efficace par imagerie de résonance magnétique ou 

tomographie assistée par ordinateur, ces modalités ne sont pas facilement utilisables 

en peropératoire. À cet effet, de nombreux efforts se sont focalisés sur des moyens 

utilisables pendant la chirurgie, parmi lesquels la chirurgie guidée par la fluorescence. 
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1.2.1. Bases théoriques de la fluorescence 

La fluorescence est la lumière émise par une molécule, appelée fluorophore, 

après qu’elle ait absorbé un photon (Figure 4). Cette absorption fait passer un électron 

de la molécule d’un état fondamental, stable et de basse énergie (S0), à un état excité, 

instable et de haute énergie (S2). L’électron redescend alors vers un état excité de plus 

basse énergie (S1) par conversion interne et relaxation vibrationnelle, puis à son état 

fondamental en produisant un photon. Ce photon possède une énergie égale à celle 

qui sépare les états S0 et S1, inférieure à celle du photon excitateur, et donc de longueur 

d’onde supérieure (déplacement de Stokes).  

Figure 4 : Diagramme de Jablonski, qui représente le processus par lequel un photon est absorbé et produit l’émission de 

fluorescence. 

Plusieurs paramètres permettent de caractériser l’émission de fluorescence 

pour chaque fluorophore. En particulier, le rendement quantique de fluorescence, qui 

correspond au nombre de photons émis par photon absorbé, et le coefficient 

d’extinction molaire, qui est la probabilité qu’un fluorophore absorbe un photon d’une 

longueur d’onde donnée, dans un solvant donné. La longueur d’onde d’émission va 

être conditionnée par la structure de la molécule.(Lichtman and Conchello, 2005) 
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Les premiers travaux menés sur la fluorescence s’intéressaient principalement 

aux minéraux et composés organiques, avant de se pencher sur les fluorophores 

biologiques observés dans de nombreuses plantes, puis les animaux, en débutant par 

les insectes puis les mammifères. 

1.2.2. Applications au guidage de la chirurgie  

Herly est le premier à tenter d’utiliser la fluorescence pour discriminer tissus 

sains et tissus cancéreux. En soumettant à une illumination ultraviolette (UV) plusieurs 

centaines de tumeurs mammaires, excisées lors de chirurgie, il a observé une 

fluorescence produite par les tissus cancéreux (Figure 5), permettant de les distinguer 

des tissus sains.(Herly, 1944)  

 

Figure 5 : Photographies réalisées par Herly sur des tumeurs mammaires, en lumiére blanche (a gauche) et sous illumination 

ultraviolette (à droite).(Herly, 1944) 

1.2.3. Fluorophores organiques 

Cependant, ce phénomène ne se répète pas pour tous les cancers. Le recours à 

un fluorophore organique, injecté en IV, a donc été envisagé, avec l’espoir d’un 

marquage différent entre tissus sains et cancéreux. 

 Les premières tentatives, réalisées quasi immédiatement après injection, furent 

décevantes, faute d’arriver à discriminer les tissus tumoraux du tissu sain environnant.  

En allongeant l’intervalle entre l’injection et la visualisation de plusieurs heures, ce 

contraste apparait clairement, en particulier pour les tumeurs cérébrales. Après 

injection de fluorescéine sodique par voie intraveineuse, l’exposition des biopsies ou 

du champ opératoire sous une lumière UV permet de nettement détecter les tissus 

cancéreux, rendus fluorescents, tandis que les tissus sains restent hypo 
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fluorescents.(Moore, 1947) Les tissus cancéreux peuvent alors être excisés avec 

précision (Figure 6). 

 

Figure 6 : Extraits d’une vidéo prise pendant la chirurgie d’un glioblastome guidée par la fluorescence de la fluorescéine. 

Photographies en lumière blanche (a), en fluorescence avant (b), pendant (c) et après l’excision de la tumeur.(Francaviglia et 

al., 2017) 

L’emploi de la fluorescence pour guider la chirurgie a depuis connu un 

engouement majeur, tant pour la détection du ganglion sentinelle que pour la résection 

de tissus cancéreux. Cela a mené au développement de systèmes dédiés, associant une 

source d’excitation (diode laser ou électroluminescente),  un système optique pour 

capter et filtrer la fluorescence, une ou plusieurs caméras, ainsi qu’un système 

informatique apte à traiter le signal, en remplacement des systèmes artisanaux 

employés auparavant.(Nagaya et al., 2017)  

1.2.4. Systèmes d’imagerie 

Ces systèmes regroupent généralement source d’excitation et caméra dans un 

même module, porté par un bras articulé et relié à un ordinateur qui en assure le 

contrôle (Figure 7). Un écran déporté affiche l’imagerie de fluorescence, tandis qu’un 

opérateur peut déplacer la caméra,  et régler les paramètres d’acquisition.(DSouza et 

al., 2016)  
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Figure 7 : Système Flare développé par Curadel. Le bras articulé et la caméra peuvent être recouverts d’un champ stérile, tandis 

que la caméra peut  être commandée depuis l’ordinateur ou à l’aide de pédales sans fil. 

Des systèmes plus expérimentaux, tels que des lunettes portées directement par 

le chirurgien, sont aussi en développement.(Liu et al., 2013b) D’un point de vue 

général, ces systèmes présentent l’avantage d’être relativement accessibles d’un point 

de vue financier (quelques centaines de milliers d’euros), sans requérir de salle dédiée 

comme pour les machines utilisées en IRM, ni de protection particulière contrairement 

aux radiotraceurs. Enfin, contrairement à l’IRM et à la tomographie, l’imagerie de 

fluorescence offre une image en temps réel du champ opératoire. (Nagaya et al., 2017) 

1.2.5. Utilisation de sondes ciblées 

L’application de la chirurgie de fluorescence pour guider la cytoréduction des 

carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne doit faire face à plusieurs autres défis. 

En premier lieu, la fluorescéine et les colorants organiques ne présentent pas de 

tumorotropisme, mais s’accumulent préférentiellement dans les tumeurs.(Alander et 

al., 2012; Okuda et al., 2012)  

Celles-ci présentent une vascularisation anarchique, sans drainage 

lymphatique, donc une perméabilité et une rétention accrues des fluorophores 

(enhanced permeability and retention (EPR) effect), rapidement éliminés de la circulation 

« saine ».(Matsumura and Maeda, 1986)  

Si cet effet EPR semble suffisant pour détecter les tumeurs cérébrales, il produit 

de nombreux faux positifs lors de la chirurgie des cancers ovariens. Le développement 
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d’agents ciblés était donc indispensable pour guider la cytoréduction des 

carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne.(Tummers et al., 2015) 

1.2.6. Le ciblage  du récepteur de folate α 

Parmi les cibles identifiées, le récepteur de folate α (RFα) présente de nombreux 

avantages. Cette protéine ancrée à la membrane par du glycosylphosphatidylinositol, 

présente une très forte affinité au folate (Kd de 10 pM), mais est faiblement exprimée 

par les cellules pulmonaires, rénales, placentaires et du plexus choroïde.(Wibowo et 

al., 2013) Localisés uniquement sur la surface apicale des cellules, les RFα ne sont pas 

exposés au folate en circulation, à l’exception de ceux exprimés par les tubules 

proximales des reins, qui assurent ainsi un faible captage du folate libre.(Birn et al., 

1997; Parker et al., 2005) A l’inverse la majorité (90%) des tissus cancéreux d’origine 

ovarienne surexpriment le RFα,(Toffoli et al., 1997) et ce sur l’ensemble de leur surface 

membranaire, donc accessibles au folate en circulation, permettant leur 

ciblage.(Hoogstins et al., 2016) Dans le cas des cancers ovariens, c’est un marqueur 

d’agressivité et de récurrence(Kalli et al., 2008) dont l’expression n’est pas altérée par 

les chimiothérapies (Crane et al., 2012; Despierre et al., 2013). 

Le ciblage de ce récepteur repose sur le couplage d’une drogue, d’un agent 

d’imagerie ou d’une nanoparticule à son ligand, le folate. Cette petite molécule (441 

Da), aussi appelée vitamine B9,, est le précurseur du tétrahydrofolate, coenzyme 

indispensable à la synthèse d’acide nucléique, et intervient aussi dans la biosynthèse 

de la s-adénosylméthionine, essentielle pour la méthylation des biomolécules. Il 

intervient dans la réplication de l’ADN et la division cellulaire, notamment des cellules 

se divisant rapidement, et a un rôle crucial dans la carcinogenèse.(Choi and Mason, 

2000) Disponible comme complément alimentaire, le folate présente l’avantage d’être 

non immunogène, stable en milieu biologique, et d’un prix accessible par comparaison 

avec les anticorps monoclonaux.(Yue et al., 2013) Son interaction avec le RFα repose 

majoritairement sur son extrémité ptérine (Figure 8), qui va se retrouver profondément 

enfoncée dans le site actif du récepteur, tandis que son extrémité glutamate va rester 
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exposée en surface, ce qui fait de l’extrémité carboxyle du glutamate le site de 

conjugaison idéal.(Chen et al., 2013a)  

 

Figure 8 : Formule développée du folate, avec ses groupements ptérine (rouge) et glutamate. 

Enfin, la fixation du folate au récepteur déclenche l’endocytose du complexe folate 

récepteur, permettant l’entrée d’une drogue ou d’une particule conjuguée au folate 

dans la cellule.(Lu and Low, 2002) L’acidification de l’endosome va réduire l’affinité 

du récepteur pour son ligand, entrainant leur séparation et le recyclage du récepteur.  

Ces propriétés ont mené au développement de plusieurs médicaments et agents 

d’imagerie, conjugués avec le folate, ou couplés à un anticorps anti RFα, aujourd’hui 

en essais clinique. (Cheung et al., 2016) Ainsi, une sonde fluorescente nommée EC17, 

associant la fluorescéine et le folate, produite par la compagnie américaine Endocyte 

est en cours de développement pour guider la chirurgie des tissus cancéreux (Figure 

9).  

 

Figure 9 : Formule développée de l’EC17, avec le folate à gauche, avec groupement ptérine (rouge) indispensable au ciblage, et 

le groupement glutamate (bleu), sur lequel et lié la fluorescéine (verte). 
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Cette sonde, contrairement à la fluorescéine seule, permet la détection des tissus 

cancéreux sur modèle murin de carcinomatose péritonéale.(Kennedy et al., 2003) Le 

premier essai clinique avec cette sonde, injectée en IV à des patientes atteintes de 

cancers ovariens a démontré l’efficacité de la chirurgie guidée par fluorescence, en 

augmentant significativement le nombre de nodules tumoraux détectés par le 

chirurgien (Figure 10), tout en n’interférant pas avec le déroulement de la chirurgie et 

sans présenter de toxicité ni d’effet secondaire.(van Dam et al., 2011) 

 

Figure 10 : Photographies en lumière blanche (a) et de fluorescence (b) sous une excitation de 495 nm d’un même champ, lors 

d’une opération de cytoréduction, 2 à 8h après injection d’EC 17 à raison de 0,3 mg/kg.(van Dam et al., 2011)  

Une seconde étude, utilisant une autre molécule, l’acide aminolévulinique, a été 

menée. Contrairement à l’EC17, spécifiquement endocyté par les cellules, l’acide 

aminolévulinique est préférentiellement métabolisé par les tissus cancéreux, ce qui 

entraine la formation de proto-porphyrine IX, absorbant à 400 nm et émettant à 635 

nm.[61] Comme le FITC, ce fluorophore est autorisé dans la chirurgie des 

glioblastomes, mais aussi des cancers de la vessie.[62] Administré par voie orale lors 

d’un essai de phase I, menée sur des patientes atteinte d’un cancer ovarien avancé, ce 

pro-fluorophore a permis de détecter de très nombreuses tumeurs, même 

microscopiques (jusqu’à 0,5 mm de diamètre), lors de la cytoréduction (Figure 11), puis 

après réalisation d’une CHIP.(Liu et al., 2014) 
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Figure 11 : Photographie d’une carcinomatose péritonéale, prise sous illumination bleue (440 nm), lors d’une opération de 

cytoréduction sur patiente atteint d’un cancer ovarien. Les patientes ont ingéré 20 mg/kg d’acide aminolévulinique 2 heures 

avant l’opération.  Les tumeurs, même de taille submillimétrique, émettent une fluorescence rouge.(Liu et al., 2014) 

L’utilisation de ces agents permet donc de repérer des tumeurs 

submillimétriques par fluorescence. Cependant, une étude postérieure utilisant l’EC17 

met en évidence le taux important de faux positifs, causés par l’auto fluorescence des 

tissus, en particulier les organes digestifs, aux longueurs d’onde utilisées.(Tummers et 

al., 2015)  

De plus, ces longueurs d’onde d’excitation et d’émission, appartenant au 

spectre visible, sont fortement absorbées par les tissus biologique, ce qui limite leur 

pénétration, et donc la détection, à moins d’un millimètre.(Keating et al., 2016; Quek 

et al., 2012)  

1.2.7. Fluorescence infrarouge  

  

Figure 12 : Coefficient d’absorption (échelle logarithmique) de l’oxyhémoglobine (OxyHb, rouge), de l’hémoglobine (Hb), des 

graisses et de l’eau en fonction de la longueur d’onde. 
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Ces obstacles, bien connus dans le cadre de la chirurgie de fluorescence, ont 

mené à l’utilisation de fluorophores absorbant et émettant dans une des deux fenêtres 

infrarouges. Ces fenêtres sont délimitées par les absorbances des chromophores 

biologiques, majoritairement l’hémoglobine, la graisse, et l’eau (Figure 12). Ces 

longueurs d’onde présentent de nombreux avantages. En premier lieu, là où la lumière 

visible pénètre, au mieux jusqu’à 3 millimètres, l’excitation infrarouge peut pénétrer 

jusqu’à 1 centimètre.(Teraphongphom et al., 2017)  

 

Figure 11 : Photographie en lumière blanche (a) et en fluorescence (b,c et d) d’une souris nude sacrifiée et dont les organes 

abdominaux sont exposés. Les différents filtres utilisés pour l’excitation et l’émission, bleu/vert (b), vert/rouge (c) et 

infrarouge/infrarouge (d), permettent d’observer l’autofluorescence des tissus dans le spectre visible, et l’absence 

d’autofluorescence dans le spectre infrarouge. 

Autre avantage, les tissus biologiques, soumis à une excitation infrarouge, ne 

présentent qu’une très faible auto fluorescence, notamment les organes présents dans 

la cavité péritonéale (Figure 13d).(Frangioni, 2003) Enfin, dans le cadre de la chirurgie 

de fluorescence, excitation et fluorescence infrarouges sont indétectables par l’œil 

humain, et n’interfèrent donc pas avec la vision directe du chirurgien.(Frangioni, 2008) 

1.2.8. Fluorophores infrarouges 

Seuls deux fluorophores infrarouges bénéficient d’une autorisation de mise sur 

le marché, le bleu de méthylène (methylene blue MB) et le vert d’indocyanine 

(indocyanine green ICG). Ce dernier présente des propriétés photo physiques 

supérieures au MB, et permet d’obtenir une meilleure imagerie.(Matsui et al., 2010) A 

l’origine développé pour la photographie argentique infrarouge, l’ICG a rapidement 

trouvé des applications cliniques, d’abord pour mesurer la fonction hépatique puis le 

débit cardiaque.(Cherrick et al., 1960; Leevy et al., 1962) Rapidement éliminé par le 
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foie, l’ICG est considéré comme sans danger aux doses utilisées.(Reinhart et al., 2016) 

D’abord dosé par fluorescence dans le sang, son utilisation en imagerie a ensuite été 

développée, notamment pour les angiographies rétiniennes.(Raabe et al., 2003) 

En oncologie, dans la détection du ganglion sentinelle l’ICG a été comparé à la 

technique de référence, le radio-isotope 99 du technétium  associé au bleu 

patenté.(Hirche et al., 2012; Kitai et al., 2005) 

 Il a aussi été évalué pour guider la chirurgie des cancers hépatiques(Lieto et al., 

2018) et des carcinomatoses péritonéales d’origine colorectale et ovarienne.(Liberale et 

al., 2017; Veys et al., 2018) Toutefois, seuls les cancers hépatiques semblent 

spécifiquement incorporer l’ICG, probablement à cause de leur origine hépatique 

même.(Shibasaki et al., 2016) Dans le cas des carcinomatoses péritonéales d’origine 

ovarienne, l’absence de spécificité a produit de nombreux faux positifs lors d’un essai 

préclinique. Tout comme pour la fluorescéine, l’effet EPR étant insuffisant, les auteurs 

concluent à la nécessité d’un agent ciblé.(Tummers et al., 2015) 

En conséquence, et comme pour l’EC 17, un dérivé d’ICG ciblé avec du folate, a 

été développé par la firme On Target Laboratory : l’OTL 38. Expérimenté sur des 

lignées et des tumeurs murines sur-exprimant le RFα, l’OTL-38 marque 

spécifiquement les cellules, et offre, comparativement à l’EC 17, un contraste bien plus 

marqué in vitro et in vivo.(De Jesus et al., 2015) Utilisé lors d’un essai clinique pour la 

chirurgie guidée par fluorescence des carcinomatoses péritonéales d’origine 

ovarienne, l’OTL-38 permet de détecter près de 40% de lésions supplémentaires 

,comparé à la seule lumière blanche.(Hoogstins et al., 2016) 

L’OTL-38 est aujourd’hui en essai clinique de phase III (NCT03180307) pour 

confirmer son efficacité dans le marquage fluorescent des carcinomatoses péritonéales 

d’origine ovarienne.  

Ces évolutions, bien qu’encourageantes, restent limitées. La pénétration de la 

lumière, même infrarouge, ne peut physiquement pas atteindre une profondeur de 
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l’ordre du centimètre, insuffisante pour repérer l’intégralité des tumeurs avant, 

pendant, ou après la chirurgie.(Xi and Jiang, 2016)  

1.2.9. Approche multimodale  

Pour dépasser cette limitation, le recours à une sonde, associant au moins une 

seconde modalité d’imagerie, est envisagé.(Landau et al., 2016) De nombreuses 

possibilités paraissent disponibles, comme associer des ions paramagnétiques 

(gadolinium) pour l’imagerie de résonance magnétique, ou des radionucléides pour la 

tomographie par émission de positron à une sonde fluorescente ciblée.(Mishra et al., 

2014; Rodriguez et al., 2016) Ainsi, ces sondes multimodales permettent de s’affranchir 

des limitations de profondeur de la fluorescence en pré et post opératoire, tout en 

bénéficiant d’une image en temps réels. 

Cependant, si la synthèse de telle molécule parait accessible, la conjonction 

entre ciblage, modalités d’imagerie, biocompatibilité et propriétés physicochimiques 

paraissent extrêmement aléatoire.  

En outre, tous les fluorophores chimiques présentent une même faiblesse : tous 

sont sensibles au photo-blanchiment, ce qui limite l’intensité lumineuse utilisée et le 

temps pendant lequel la fluorescence est utilisable.(Gioux et al., 2010) En outre, ce 

phénomène de photo-blanchiment peut induire la production de photo-produits 

toxiques et d’espèce réactive de l’oxygène.(Gandorfer et al., 2008) Dans ce contexte, le 

recours aux nanoparticules, présentant une photo-stabilité très supérieure, est 

envisagée.(Zhao et al., 2018) 

En plus leurs propriétés photo-physiques, la taille bien supérieure des 

nanoparticules offre des avantages bien distincts comparés aux fluorophores 

organiques : elle leur permet d’échapper en partie à la filtration rénale, ce qui 

augmente leur temps de circulation dans l’organisme, et donc la possibilité d’atteindre 

les tissus cancéreux.(Yoo et al., 2010) Cette même taille leur permet une rétention 

accrue dans les tumeurs grâce à l’effet EPR.(Nakamura et al., 2016) Enfin, cette taille 
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leur confère une surface importante, permettant de leurs associer des agents de ciblage 

ou d’autre modalité d’imagerie sans altérer leurs propriétés physico-

chimiques.(Umut, 2013)  

Ces avantages ont mené au développement de nanoparticules fluorescentes 

pour guider la chirurgie des carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne. Ces 

nanoparticules ont fait l’objet d’une revue, réalisée en collaboration avec le laboratoire 

de physique et d’étude des matériaux de l’École Supérieure de Physique et de Chimie 

Industrielles (ESPCI). 
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1.3. Quantum dots  

Parmi les nanoparticules présentées dans la revue, les quantum dots (QD) se 

distinguent par des propriétés photo physiques supérieures. Avec des coefficients 

d’extinction molaire et des rendements quantiques de fluorescence élevés, leurs 

brillances (produit des deux précédents) dépassent de loin les autres nanoparticules. 

1.3.1. Généralités  

Les QDs sont des nanocristaux métalliques et semi-conducteurs. Dans la théorie 

des bandes, les électrons d’un solide ne peuvent prendre que des valeurs d’énergie 

comprises dans certains intervalles, et séparées par une bande d’énergie « interdite ».  

À un état fondamental, la dernière bande d’énergie remplie par des électrons est 

appelée bande de valence, et la bande qui la suit bande de conduction, tandis que 

l’énergie qui sépare ces deux bandes et la bande dite « interdite ». Dans un matériau 

conducteur, les bandes de valence et de conduction se chevauchent, les électrons 

peuvent donc circuler librement dans le matériau (Figure 14a). Dans le cas des 

matériaux semi-conducteurs, les bandes de valence et de conduction ne se 

chevauchent pas, mais sont séparées par une bande « interdite » d’énergie faible, les 

électrons peuvent passer de la bande de valence a la bande de conduction en cas 

d’apport d’énergie externe, sous forme de chaleur ou de lumière par exemple (Figure 

14b).(Brus, 1984) Enfin, dans un matériau isolant, la bande « interdite » présente un 

niveau d’énergie très important, empêchant le passage des électrons (Figure 

14c).(Kittel, 1996) 
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Figure 124 : Structures électroniques d’un conducteur (a), d’un semi-conducteur (b) et d’un isolant (c). Quand une énergie 

excédant celle de la bande interdite est absorbée par le semi-conducteur, les électrons de la bande de valence acquièrent 

suffisamment d’énergie pour rejoindre la bande conduction. 

  Cependant, la taille nanométrique des QDs est à l’origine d’une propriété 

supplémentaire, le confinement quantique. Dans une structure nanométrique 

sphérique, les électrons sont confinés dans les 3 dimensions, ce qui limite le nombre 

de niveaux d’énergie qu’ils peuvent occuper. La bande interdite séparant la bande de 

valence la plus haute et la bande de conduction la plus basse va alors être inversement 

proportionnelle à la taille de la nanoparticule (Figure 15). 

 

Figure 135 : Dans un quantum dot, les niveaux d’énergie des différentes bandes deviennent discrets, et plus le quantum dot 

est petit plus l’énergie de la bande interdite devient élevée. 

  De fait, lorsqu’un photon d’énergie au moins égale à la bande d’énergie 

interdite va être absorbé par un QD, un électron de la bande de valence va passer d’un 

état fondamental à un état excité, et ainsi occuper un niveau d’énergie de la bande de 

conduction, créant un « trou » dans la bande de valence. La paire électron-trou ainsi 

formée, et appelée exciton, reste confinée au QD du fait de sa taille nanométrique.  
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Lorsque l’électron excité se recombine avec son trou, il rejoint la bande de 

valence en émettant de l’énergie sous la forme d’un photon, d’énergie équivalente à 

celle de la bande interdite.  

Pour protéger ce cœur fluorescent de l’environnement, une ou plusieurs coques 

métalliques peuvent être ajoutées. Ces coques, composées elles aussi d’alliage semi-

conducteur, présentent des bandes interdites différentes. Elles vont avoir pour effet de 

passiver la surface du QD, le protégeant des interactions avec le milieu environnant, 

et augmente ainsi leur photo stabilité. Suivant leurs compositions et leurs épaisseurs, 

ces coques peuvent aussi modifier la longueur d’onde d’émission.(Reiss et al., 2009) 

La bande d’énergie interdite étant proportionnelle à la taille des QDs, leur taille 

est proportionnelle à la longueur d’onde de la fluorescence émise. À composition 

identique, des QDs de tailles différentes auront donc une émission à une longueur 

d’onde différente (Figure 16).  

 

Figure 146 : Compositions, tailles et longueurs d’onde d’émission de différents quantum dots.(Lacroix et al., 2013) 
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Les QDs offrent donc une vaste gamme de taille et de longueur d’onde 

disponibles, en particulier dans le proche infrarouge et l’infrarouge court. Avec ces 

propriétés exceptionnelles, les QDs ont rapidement été mis à profit dans de nombreux 

domaines, dans les domaines photovoltaïques(Cheng et al., 2016) 

optoélectronique(Anikeeva et al., 2009) les télévisions(Bourzac, 2013) et même pour le 

développement d’ordinateurs quantiques.(Imamoglu et al., 1999)  

1.3.2. Avantages des QDs comparés aux fluorophores organiques  

 Par comparaison avec les fluorophores classiques, les QDs présentent de 

nombreux avantages. En premier lieu, leurs propriétés photo-physiques leurs 

confèrent une brillance exceptionnelle. En effet, les QDs présentent des rendements 

quantiques de fluorescence jusqu’à 40%, contre 1% pour l’ICG, et des coefficients 

d’extinction molaire au moins égaux à l’ICG.(Benson and Kues, 1978; Bruns et al., 2017) 

Autre avantage, les QDs sont particulièrement résistant aux températures 

physiologiques au phénomène de photo dégradation(Wu et al., 2003) tandis que l’ICG 

se dégrade rapidement en solution aqueuse, sous l’action de la température et d’une 

excitation lumineuse.(Saxena et al., 2003)  

 

Figure 15 : Spectres d’absorbance et de fluorescence de QD à base de plomb et de souffre (a) et du vert d’indocyanine (b).(Jin et 

al., 2008; Topaloglu et al., 2013) 

Second avantage, les QDs absorbent fortement les photons dans l’ultraviolet 

puis sur une large bande de longueurs d’onde (Figure 17a), et possèdent un 

déplacement de Stoke (écart entre le pic d’absorbance et le pic de fluorescence) de 

plusieurs centaines de nanomètres.(Gao et al., 2005) Cet écart facilite la séparation 

entre longueur d’onde d’excitation et d’émission, et améliore l’imagerie de 
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fluorescence.(Meng et al., 2017) En outre, les QDs de même composition, mais de 

tailles différentes partagent un spectre d’absorbance similaire, et produisent une 

fluorescence différente, ce qui permet d’utiliser une seule longueur d’onde d’excitation 

pour plusieurs fluorescences.(Walling et al., 2009) A l’inverse, les pics d’absorbance et 

de fluorescence de l’ICG sont distants d’une cinquantaine de nanomètres (Figure 17b), 

et se chevauchent. 

 

Figure 168 : Différence des temps de vie de fluorescence entre fluorophore organique (rouge) et quantum dot (bleu) après 

excitation par un laser femtoseconde (vert).(Brkić, 2018) 

Dernières  propriétés photo-physique en faveur des QDs, leurs demi-vies de 

fluorescence (Figure 18) atteint  plusieurs dizaines voire centaines de 

nanosecondes,(Chen et al., 2015) contre 0,16 nanoseconde pour l’ICG.(Gerega et al., 

2011) L’imagerie du temps de vie de fluorescence est envisagée pour guider la 

chirurgie des glioblastomes, mais s’appuie pour le moment sur les fluorophores 

biologiques tels que le NADP, qui présentent aussi des temps de vie très faible.(Sun et 

al., 2010)  

Figure 179 : Comparaison des QDs et d’un fluorophore organique en microscopie de fluorescence. Les QDs (rouge) sont ici 

comparé à l’Alexa 488 (vert), l’un et l’autre sont respectivement ciblés contre le noyau pour les QDs et la tubuline pour l’Alexa 
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488 (A-E), et inversement (F-J). Les images sont prises pendant 3 minutes sous une excitation constante de 485 nm.(Wu et 

al., 2003) 

Enfin, les QDs présentent une photo-stabilité nettement supérieure aux 

fluorophores organiques.(Wegner and Hildebrandt, 2015) Cette dernière particularité 

avantage encore les QDs, notamment dans des applications en microscopie de 

fluorescence (Figure 19),(Wu et al., 2003), mais aussi pour la chirurgie de longue durée. 

1.3.3. Utilisation des QD en milieux biologiques  

 Les QDs peuvent être synthétisés par de nombreux procédés, en milieux 

organiques ou aqueux, voire par biosynthèse.(Brichkin and Razumov, 2016; Green et 

al., 2016) Parmi ceux-ci, le procédé solvo-thermal, utilisant des précurseurs 

métalliques, en solution dans un solvant organique,  et soumis à de haute température, 

permet d’obtenir des QDs considéré comme de « hautes qualités ». En effet, 

contrairement à d’autre procédé de synthèse, les QDs produits sont sans défaut de 

surface et de taille homogène.(Chen et al., 2013b) Cependant, en fin de synthèse, les 

QDs, hydrophobes sont recouverts d’un ligand lipidique, lui aussi hydrophobe.  

 Afin de rendre les QDs hydrophiles, plusieurs stratégies ont été développées 

(Figure 20), en particulier l’échange du ligand hydrophobe avec un ligand hydrophile, 

ou l’encapsulation des QDs et de leurs ligands hydrophobes dans une capsule 

hydrophile.(Tyrakowski and Snee, 2014) Par comparaison, cette dernière approche 

produit des QDs avec un diamètre hydrodynamique plus important (>25 nm),(Smith 

et al., 2006), et une chimie de surface plus difficile à modifier(Liu and Snee, 2011) ce 

qui réduit leur biocompatibilité.  
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Figure 20 : Exemple d’échange de ligand et d’encapsulation des QDs, présentés ici avec une structure cœur/coque, et recouverts 

de trioctylphosphine hydrophobe. Les ligands se substituent au trioctyphosphine à la surface des QDs, via des mono ou 

bidentate thiol ou des groupements imidazole, et expose des groupements hydrophiles au milieu pour les rendre hydrosolubles. 

L’encapsulation utilise des surfactants hydrophobes qui permettent des interactions hydrophobes entre la trioctylphosphine et 

des polymères ou lipides amphiphiles. 

 Rendus hydrosolubles, les QDs présentent encore de nombreuses interactions 

non spécifiques avec les cellules, tissus et protéine, et subissent rapidement une 

opsonisation in vivo, menant à leur élimination de la circulation.(Gustafson et al., 2015) 

A cet effet, le polyéthylène glycol a été abondamment utilisé pour réduire les 

interactions non spécifiques, en augmentant cependant le diamètre hydrodynamique 

des nanoparticules.(Bentzen et al., 2005) Pour échapper à ce phénomène, des chimies 

de surface utilisant des polymères zwitterioniques, de taille réduite, sont 

développées.(Giovanelli et al., 2012) Expérimentés in vitro et in vivo, ces polymères 

réduisent eux aussi les interactions non spécifiques et prolongent le temps de 

circulation dans le sang.(Trapiella-Alfonso et al., 2018). Enfin, indépendamment de la 

chimie de surface employée pour réduire les interactions non spécifiques, les QDs 

présentent alors une chimie de surface offrant de nombreux sites de liaison. Ces sites 

peuvent être mis à profit pour greffer des agents de ciblage, d’imagerie, des 

fluorophores ou des agents de chimiothérapie. 

1.3.4. Multimodalité 

La tomographie assistée par ordinateur, la tomographie à émission de positron (TEP) 

l’imagerie de résonance magnétique (IRM) peuvent être utilisées pour le diagnostic et 

déterminer le stade des carcinomatoses péritonéales.(Patel et al., 2011) La fluorescence 

des QDs peut facilement être associée à ces modalités d’imagerie pour obtenir une 

sonde multimodale.  
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 Des QDs synthétisés à partir de sulfure de molybdène ont été développés et 

injectés sur modèle murin porteur de tumeurs. Ces QDs sont détectables à la fois par 

fluorescence et tomographie assistée par ordinateur.(Wang et al., 2016)  Cette modalité 

d’imagerie présente l’avantage d’être plus rapidement exécutée que les autres. 

  

 

Le cœur et la coque des QD peuvent aussi être synthétisés à partir de radio-

isotopes utilisés en TEP comme le cuivre 64,(Guo et al., 2015) ou l’indium 111(Sun et 

al., 2014). Le marquage radioactif de la surface des QDs est aussi possible, avec du 

fluor 18 par exemple.(Ducongé et al., 2008) Ces marquages radioactifs présentent 

l’avantage de ne pas augmenter le diamètre hydrodynamique des QDs.  

 

Figure 18 : Imagerie de résonance magnétique avant (a) et après (b) injection de QDs CuInSe/ZnS dopé au manganèse sur 

modèle murin porteur d’une tumeur subcutanée, comparée à l’imagerie de fluorescence infrarouge émise par les QDs.(Sitbon 

et al., 2014) 

 De même, le cœur des QDs peut aussi être dopé par le gadolinium.(Liu et al., 

2011b) pour une utilisation en imagerie de résonance magnétique (Figure 21). La coque 

peut être aussi dopée par du manganèse(Sitbon et al., 2014; Wang et al., 2007) ou le 

gadolinium.(Yang et al., 2006) Enfin, des chélates de gadolinium peuvent être ajoutés 

en surface des QDs,(Oostendorp et al., 2010) toutefois avec le risque de libérer le 

gadolinium dans l’organisme.(Rogosnitzky and Branch, 2016) Par comparaison avec 

les techniques de tomographie, l’IRM, présente l’avantage de ne pas employer de 

rayonnement ionisant. 
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1.3.5. Ciblage 

Contrairement aux fluorophores organiques, les nanoparticules en général, et 

les QDs en particulier, présentent un diamètre hydrodynamique supérieur, qui permet 

une meilleure accumulation dans les tumeurs grâce à l’effet EPR. Toutefois, l’effet EPR 

augmente l’accumulation de façon marginale.(Matsumura and Maeda, 1986) Aussi, 

pour améliorer cette accumulation, les QDs ont été associés à des molécules de ciblage, 

tel que des anticorps(Rizvi et al., 2014) aptamères(Zhang et al., 2013a) 

peptides(Przysiecka et al., 2016) et métabolites.(Chen et al., 2011)  

 

Figure 19 : Ratios de fluorescence entre tumeurs et muscles, sur modèle murin porteur d’une tumeur subcutanée, à différents 

temps après injection intraveineuse des QDs infrarouges sans (blanc) ou avec (noir) ciblage peptidique (RGD-BBN).(Hu et 

al.) 

Ces ciblages ont à chaque fois augmentée significativement l’accumulation 

tumorale des QDs, (Figure 22) comparés aux QDs sans ciblage.(Hu et al.) Une 

approche originale a aussi été développée sur modèle animal. En injectant un peptide 

iRGD,(Yin et al., 2017a) les tumeurs sont rendues « poreuses » aux QDs sans ciblage, 

qui sont ensuite injectés et rapidement absorbés par les tumeurs, tandis que les QDs 

libres pouvaient être « éteints » par injection d’un mordant. Ces travaux ont été menés 

sur modèle murin de carcinomatose péritonéale et de tumeurs subcutanées.(Liu et al., 

2017) 



 

55 

  

1.3.6. Ciblage folate 

 Dans le cadre du ciblage des carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne, 

et tout comme pour l’EC 17 et l’OTL 38, le folate a été étudié comme agent de ciblage 

des QDs. Plusieurs preuves de concept ont été réalisées sur modèle 

cellulaire(Bwatanglang et al., 2016; Ma et al., 2015; Suriamoorthy et al., 2010) et sur 

modèle murin porteur d’une tumeur sous-cutanée.(Chen et al., 2011) Ces essais ont 

toutefois mis en évidence un phénomène encore inexpliqué : l’association entre QD et 

folate altère l’intensité et le temps de vie de leur fluorescence, proportionnellement à 

la quantité de folate par QD (Figure 23a). Cette propriété a été mise à profit pour doser 

la concentration en folate dans des échantillons biologiques (Figure 23b) à l’aide des 

QDs.(Geszke-Moritz et al., 2012) 

  

Figure 20 : Atténuation de la fluorescence des QDs par le folate. A. La fluorescence des QDs (rose) est réduite en présence de 

folate (bleu) et après conjugaison (rouge) avec le folate (vert). B. Dosage des folate en fonction de l’atténuation de la fluorescence, 

en l’absence de folate (rouge) la fluorescence est maximale, est décroit lorsque le ratio de folate augmente (du vert au brun). 

(Bwatanglang et al., 2016; Geszke-Moritz et al., 2012)  

 Bien qu’inexpliqué, ce phénomène a aussi été mis à profit pour produire un QDs 

« activables » (Figure 24). En ciblant les QDs par interaction faible entre leur chimie de 

surface et le folate, la fluorescence est totalement éliminée jusqu’à fixation du folate au 

récepteur, qui permet la réapparition de la fluorescence des QDs.(Zhang et al., 2013b) 



 

56 

 

 

Figure 21 : QD/folate activable. Lors de la fixation du folate au QD, la fluorescence disparait, et réapparait une fois le folate lié 

au récepteur de folate. Essais sur lignées avec ou sans expression des récepteurs de folate.(Zhang et al., 2013b) 

Cet effet reste toutefois inexpliqué. Les différents auteurs posent des 

hypothèses, tel qu’un transfert d’électron entre QD et folate,(Wu et al., 2010) 

l’absorption partielle de la lumière excitatrice par le folate, ou une acidification de 

l’environnement immédiat des QDs, qui réduirait leur fluorescence.(Stewart et al., 

2010) Cependant, les compositions et chimie de surface des différents QDs sur lesquels 

ce phénomène a été observé ne permettent pas de comparaison.  

1.3.7. Toxicité  

 Malgré leurs propriétés exceptionnelles, les QDs n’ont pas encore pu être 

intégré dans des essais cliniques du fait de leur toxicité. En effet, leurs compositions, 

souvent à base de métaux lourds (Cadmium, Plomb, Arsenic, Mercure…), posent des 

inquiétudes légitimes. Les QDs endocytés par les cellules sont exposés à un pH 

particulièrement acide dans les phagolysosomes, comme c’est le cas pour les 

nanoparticules marquées par le folate. Ces conditions extrêmes peuvent mener à la 

dégradation des QDs, et donc à la libération de métaux lourds sous forme ioniques, 

particulièrement toxiques.(Sabella et al., 2014) En conséquence, de nombreuses 

formulations à base de zinc, d’argent, de cuivre et d’indium ou de silice ont été 

développées pour se passer de métaux lourds.(Chinnathambi et al., 2014; Duman et 

al., 2017; Ma et al., 2015; Pons et al., 2010) Toutefois, la seule composition des 

nanoparticules n’explique pas totalement leur toxicité, leurs dégradations pouvant 

aussi être à l’origine d’un stress oxydatif.(Kim et al., 2015) 
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 La mise en place d’une coque et d’une chimie de surface adaptées peut 

préserver, au moins temporairement, la stabilité des QDs.(Gravel et al., 2012) 

Cependant, les QDs injectés par voie intraveineuse sont rapidement bioaccumulés 

dans le foie et la rate, sans être éliminés.(Yin et al., 2017b) Leur éventuelle dégradation, 

qui mènerait à la libération de métaux sous forme libre et la production d’espèce 

réactive de l’oxygène sur le long terme, reste incompatible avec une application 

clinique. 

1.3.8. Avantage d’une injection IP 

 Pour réduire l’exposition systémique et maximiser l’exposition de la 

carcinomatose péritonéale, la voie d’injection intrapéritonéale a déjà démontré son 

utilité pour les chimiothérapies. Pour les QDs, cette voie d’injection, comparée à la voie 

intraveineuse présente deux avantages  : 

 

Premièrement, les QDs injectés par voie intrapéritonéale reste confinée à la 

cavité péritonéale pendant plusieurs heures.(Kato et al., 2010) Ainsi injecté sur modèle 

murin de carcinomatose péritonéale, prétraité par le peptide iRGD, les QDs 

s’accumulent rapidement et profondément dans les tumeurs. Les QDs encore libres 

dans la cavité péritonéale peuvent alors être éliminés par lavage ou traitement 

chimique. Ainsi, seuls les tissus tumoraux restent fluorescents.(Liu et al., 2017)  

 La voie d’injection intrapéritonéale permet donc d’éviter une exposition 

systémique, mais pas seulement. En évitant la bioaccumulation dans les organes 

digestifs, cette voie d’injection améliore l’imagerie de fluorescence en offrant un 

meilleur contraste. En outre, les tumeurs péritonéales de très petites tailles, non 

vascularisées, sont ainsi exposées à la sonde.(Han and Tung, 2014) Concernant le 

ciblage folate, un excellent marquage peut être obtenu in vivo en 4 heures avec un 

fluorophore chimique.(Azaïs et al., 2017) 
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1.3.9. Une affaire de taille 

 Bien que la voie d’injection intrapéritonéale puisse réduire l’exposition 

systémique aux QDs, ceux-ci peuvent, au moins en partie, rejoindre la circulation au 

bout de plusieurs jours, avec des risques tant en termes de toxicité que de dégradation 

de l’imagerie.(Liu et al., 2011a) Leur excrétion rapide et totale reste donc un prérequis, 

et fait donc de l’excrétion rénale la priorité à atteindre. 

 Dans ce but, deux voies sont explorées. La première consiste à utiliser des 

nanoparticules de diamètre hydrodynamique très réduit. En effet, les QDs de faibles 

diamètres hydrodynamiques (< 5 nm) sont rapidement et massivement excrété par 

voie rénale (Figure 25a).(Soo Choi et al., 2007) Cette excrétion est réduite de moitié 

pour des QDs de diamètre hydrodynamique à peine supérieur (5,5 nm), mais aussi 

pour des nanoparticules de tailles subnanométriques.(Du et al., 2017) Cette sensibilité 

a récemment été expliquée par la présence de glycocalix, en surface de l’épithélium 

glomérulaire, qui agit comme une chromatographie d’exclusion stérique.  

 

Figure 22 : Importance de la taille pour la filtration rénale. A. Excrétion rénale (bleu) et accumulation (rouge) en fonction du 

diamètre hydrodynamique des QDs. B.Schéma de la filtration rénale, les nanoparticules passent de la circulation à gauche, en 

passant par le glycocalix, la membrane basale glomérulaire et les podocytes, qui limitent le passage aux nanoparticules de 1 à 

6 nm de diamètre. 

 Le glycocalix retient donc les particules de très petites tailles, mais est franchi 

par les particules de tailles supérieures, avant de rencontrer la membrane basale 

glomérulaire (avec des pores de 2 à 8 nm) et les podocytes (pores de 4 à 11 nm). Cet 

ensemble glycocalix, membrane basale glomérulaire et podocytes (Figure 25b) filtre 
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très précisément les nanoparticules, ne laissant passer que les nanoparticules d'un 

diamètre hydrodynamique de 1 à 6 nm. 

 Cette propriété est déjà mise à profit pour les Cornell-dots, des nanoparticules 

multimodales de silice, avec un diamètre hydrodynamique de 5,5 nm, contenant un 

cœur de fluorophore organique infrarouge (cyanine 5), et ciblées à l’aide de cRGD 

radiomarqué avec l’iode 124.(Phillips et al., 2014) Les Cornell-dots sont aujourd’hui en 

essais cliniques de phase I pour les cancers mammaires et colorectaux, et de phase II 

pour les tumeurs cérébrales (NCT02106598). 

 Concernant les QDs, certaines compositions permettent d’obtenir des 

nanoparticules d’un diamètre hydrodynamique compatible avec une excrétion rénale 

(< 6 nm), émettant dans l’infrarouge proche ou court. Cependant, cette taille critique 

limite l’association des QDs avec des agents de ciblage (e.g. anticorps) ou d’imagerie 

(e.g. nanoparticules de fer paramagnétiques) de tailles importantes.  

1.3.10 Ou de chimie de surface  

 Pour s’affranchir de la limitation induite par la filtration rénale, une seconde 

alternative pourrait venir des nanoparticules de silice. Injectées par voie intraveineuse, 

des nanoparticules de silice, d’un diamètre de 30 nm, contenant des QDs et recouvertes 

de phosphonates, sont rapidement (Figure 26a et b) excrétées par voie rénale.(Ma et 

al., 2010) De même pour des nanoparticules de silice, avec différentes chimies et 

charges de surface, et un diamètre de 45 nm.(He et al., 2008) Ce phénomène a aussi été 

observé pour des microparticules de plus d’un micron, dopées au gadolinium et 

injectées par voie péritonéale.(Steinbacher, 2008) Les auteurs posent l’hypothèse d’un 

phénomène de transcytose, qui permettrait à ces particules de passer outre la filtration 

rénale pour rejoindre la vessie. Les mécanismes impliqués restent toutefois à élucider. 
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Figure 23 : Excrétion des nanoparticules de silice contenant un QD, 30 minutes après injection. A. Comparaison entre les 

QDs en nanoparticules de silice et les QDs nus. B. Imagerie de fluorescence de ces nanoparticules sur modéles murins. 

  Les nanoparticules de silice pourraient donc, théoriquement, permettent 

l’excrétion rapide des QDs, sans se limiter à une taille compatible avec la filtration 

rénale. En s’affranchissant de cette limitation de taille, ces nanoparticules de silice 

pourraient permettent d’associer QDs, modalité d’imagerie, ciblage voire même des 

agents de chimiothérapie. Enfin, cette solution permettrait d’utiliser plusieurs QDs 

dans une unique nanoparticule de silice, pour obtenir une fluorescence supérieure à 

un unique QDs.(Dembele et al., 2017) 

 

 

 



 

 

 
  



 

 

 

 
 
 
 
 

2. Objectifs 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 





 

 

L’objectif de ces travaux est d’obtenir une nanoparticule fluorescente dans le 

proche infrarouge, excrétée rapidement par l’organisme, dotée d’un ciblage dirigé 

contre les récepteurs de folate, et associée à une autre modalité d’imagerie, pour guider 

la chirurgie des carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne. 

Parmi les nombreuses nanoparticules fluorescentes disponibles, les QDs se 

distinguent par une brillance exceptionnelle, et ont fait l’objet de nombreuses 

collaborations entre le CRAN et l’École Supérieure de Physique et de Chimie 

Industrielles de Paris. Ces collaborations ont débuté par le développement de QDs 

infrarouges, à base de cadmium, pour visualiser les ganglions sentinelles sur modèle 

murin de cancer mammaire.(Pic et al., 2010) Ces travaux ont été poursuivis avec de 

nouveaux QDs infrarouges, conçus à base d’indium et dépourvus de cadmium, qui 

ont permis d’obtenir imagerie de fluorescence satisfaisante.(Helle et al., 2012) En outre, 

des travaux ultérieurs menés par l’ESPCI, ont permis d’associer un agent de contraste 

magnétique à ces QDs infrarouges, permettant la détection de tumeur sur modèle 

murin en fluorescence et en imagerie de résonance magnétique.(Sitbon et al., 2014)  

Nos travaux ont d’abord constitué à développer le ciblage des QDs par le folate, 

en utilisant des QDs visibles, plus simples d’utilisation, sur modèles cellulaires et 

tumoraux in vitro. Ce ciblage a ensuite été transposé aux QDs infrarouges 

précédemment développés, et mis à l’épreuve sur modèle murin de carcinomatose 

péritonéale. 

Enfin, si cette nouvelle composition réduit la toxicité des QD, ceux-ci restent 

bioaccumulés dans le foie, sans être excrétés, ce qui reste un obstacle majeur à leurs 

applications cliniques. En conséquence, nos partenaires de l’ESPCI ont développé une 

nanoparticule de silice, renfermant un cœur de QDs agrégés, avec différentes chimies 

de surface, pour tenter d’obtenir l’excrétion observée avec d’autres nanoparticules de 

silice. L’excrétion de ces nanoparticules a aussi été étudiée. 

 



 

 

 

 
  



 

 

 

 
 
 
 
 

3. Résultats 
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3.1. QD rouges in vitro 

3.1.1. Introduction  

Comme exposé dans l’état de l’art, notre étude vise à développer une nanosonde fluorescente 

basée sur les QDs, ciblée par le folate, pour marquer spécifiquement les tissus tumoraux qui 

constituent les carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne. A cet effet, il convient de 

déterminer à quelle extrémité greffer le folate aux QDs ,(Chen et al., 2013a), mais aussi quel ratio de 

folate par QDs permettant d’obtenir un ciblage spécifique, sans altérer la solubilité des QDs. Enfin, 

le folate peut altérer la fluorescence des QDs, c’est pourquoi un compromis satisfaisant entre ciblage 

et fluorescence doit être obtenu.(Maity et al., 2013)  

Dans un premier temps, plusieurs chimies de surface, avec des longueurs de PEG et des ratios 

folate par nanoparticule différents, ont été développées sur des QDs CdTeSe/ZnS émettant dans le 

rouge. Ces différentes formulations ont été ensuite expérimentées sur des lignées modèles capables 

de former des carcinomatoses, afin de sélectionner une chimie de surface satisfaisante. Ces capacités 

ont ensuite été testées sur modèle de tumeur in vitro surexprimant les récepteurs de folate. 

Ces résultats font sont soumis à Oncology reports. 
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3.1.2. Matériels et méthodes 

Synthèse des QDs et caractérisation : Les QDs cœur multicoques CdSe/CdS/ZnS (6-7 nm de 

diamétre) sont synthétisés en plusieurs étapes. Le cœur CdSe est synthétisé par un procédé 

solvothermal, à partir de myristate de cadmium et de poudre de sélénium, chauffé en suspension 

dans l’acide oléique. Les coques sont ajoutées par un processus d’adhésions et de réactions ioniques 

successives.(Renguo Xie et al., 2005; Yang et al., 2005) 

Les QDs multicoques ainsi synthétisés sont purifiés et rendus hydrosolubles par échange de 

ligand, en présence d’acide mercaptopropionique. Cet acide est ensuite échangé avec un polymère 

zwitterionique biocompatible, et un polymère possédant des amines primaires.(Tasso et al., 2015a) 

Cette amine primaire est utilisée pour greffer des chaines poly(éthylène) glycol 2000, porteur 

d’une amine primaire, qui servira à la greffe du folate, sous forme de folate activé NHS, pour 

produire les QDs avec acide folique (QD-FA). Les QDs contrôle (QD-Ctrl) sont produits en 

remplaçant le folate activé NHS par du bis(sulfosuccinimidyl) subérate, puis les QDs sont purifiés 

par ultrafiltration. 

Les mesures spectroscopiques ultraviolet-visible sont réalisées avec les QDs en suspension 

dans le PBS, en cuve à quartz et à température ambiante, sur l’appareil de mesure Lambda 35 

(Perkin Elmer, Waltham, USA) entre 325 et 675 nm. Les spectres d’émission et d’excitation sont 

réalisés dans les mêmes conditions sur l’appareil LS55 (Perkin Elmer, Waltham, USA), les spectres 

d’émission sont obtenus en utilisant une longueur d’onde d’excitation de 340 nm, ceux d’excitation 

en mesurant l’émission à 608 nm. 

Culture cellulaire : Les lignées Kb (ATCC n°CCL-17) et A549 (ATCC n°CCL-185) 

proviennent de l’American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) et sont cultivées en milieu 

DMEM 1 mM de pyruvate de sodium et 10% de sérum de veau fœtal (SVF), à 37°C, 100% 

d’hygrométrie et 5% de CO2. 

Les sphéroïdes de Kb sont obtenus en cultivant les cellules Kb à une concentration de 2,5x104 

cellules par millilitre de milieu complet, à raison de 10 ml par flacon de culture traité à l’agarose 1% 

et cultivés dans les mêmes conditions que les cellules en culture.  
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Pendant trois jours, toutes les 24 h, 10 ml de milieu complet sont ajoutés à la suspension 

cellulaire, et celles-ci est divisée entre deux nouveaux flacons traités à l’agarose.  

Au troisième jour, la suspension est mise en flacon d’agitation magnétique, complétée à 250 

ml par du milieu complet, sous une agitation de 75 rpm, et incubée pendant 7 jours dans les mêmes 

conditions que les cellules en culture. 

Expression du récepteur folate : Les cellules de chaque lignée sont lysées dans du tampon 

RIPA (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,1% Triton X-100, 0,5% deoxycholate de sodium, 0,1 

mM PMSF). La concentration en protéine de chaque lysat est déterminée par le kit DC Protein Assay 

(Biorad, Hercules, EUA), et des lysats en quantité suffisante pour 20 µg de protéine sont dénaturés 

30 min à 37°C en tampon de Laemmli, avant électrophorèse en gel de polyacrylamide avec un 

tampon SDS. Les protéines sont transférées sur membrane de PVDF par électrophorèse semi-sèche. 

La qualité du transfert et la quantité de protéine transférée sont déterminées par marquage au rouge 

ponceau, avant saturation de la membrane 1 h dans du lait écrémé 5%. La membrane est lavée 

plusieurs fois en tampon TBST, puis incubée 1h dans une solution de lait 5% contenant l’anticorps 

monoclonal anti récepteur de folate alpha humain (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). La 

membrane est ensuite lavée 3 fois par du TBST, puis incubée 45 min dans du lait 5% en présence de 

l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase de raifort. La membrane est lavée 3 fois avec du TBST, 

puis révélée avec le kit Clarity ECL (Biorad, Hercules, USA) en utilisant l’imageur Azure c600 

(Azure biosystems, Dublin, USA). 

Toxicité in vitro : Les lignées Kb et A549 sont ensemencées en plaque 96 puits, en milieu 

DMEM SVF 10%, à raison de 200 µl concentré à 105 cellules/ml par puits. La plaque est incubée 24h, 

puis le milieu est remplacé par des suspensions de QDs, concentrées entre 0 et 200 nM, en milieu 

DMEM SVF 10%. Après 24h d’incubation, les puits sont lavés trois fois par 200 µl de PBS, puis 100 

µl de DMEM 10% SVF MTT 1 mg/ml sont ajoutés par puit, avant 2 h d’incubation. Les puits sont 

alors lavés trois fois par 200 µl de PBS, et les cristaux de formazan sont dissous dans 100 µl de 

DMSO, avant lecture d’absorbance à 540 nm sur spectrophotomètre pour plaque Multiskan Ascent 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). 
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Microscopie en épifluorescence : les lignées Kb ou A549 sont cultivées sur lame en chambre 

Labtek à la concentration de2,5x104 cellules par ml, à raison de 0,25 ml par puits, en milieu complet 

pendant 24 h.  

Le milieu est éliminé et les puits sont lavés 3 fois par 500 µl de PBS, avant ajout de milieu 

DMEM 10% SVF sans folate. Les chambres Labtek sont ensuite incubées 24 h en condition de culture 

normale. Le milieu est éliminé, les puits sont lavés 3 fois par 500 µl de PBS. Une part des cellules 

sont ensuite incubés en milieu DMEM 10% SVF saturé en folate, et l’autre part en milieu DMEM 

10% SVF sans folate pendant 2h, en condition de culture normale. Les QDs-FA ou QDs ctrl sont 

ensuite ajoutés, à la concentration de 100 nM, et les chambres sont incubées pendant 4 h en condition 

de culture normale. Le milieu est ensuite éliminé, les puits sont lavés 3 fois par 250 µl de PBS, puis 

les chambres sont éliminées et à les lames sont préparées pour la microscopie. 

Les sphéroïdes sont traités de la même manière, mais sur plaque 12 puits traités à l’agarose 

1%, avant d’être lavés et déposés sur lames, ou congelés en Optimal Cutting Temperature (Sakura 

Finetek, Staufen im Breisgau, Allemagne) pour découpe en cryostat, avant microscopie de 

fluorescence. 

La microscopie de fluorescence est réalisée sur microscope AX-70 Provis (Olympus, Tokyo, 

Japan) équipé d’une lampe à vapeur de mercure 100 W et d’une caméra CCD refroidie par effet 

Peltier DP72 (Olympus, Tokyo, Japan). Le filtre d’excitation utilise un filtre 400-440 nm, associé à 

un miroir dichroïque passe-haut 570 nm et un filtre d’émission passe-haut 590 nm. 

Les images sont converties en 8 bits et analysées à l’aide du logiciel ImageJ. (Bankhead, 2014) 

La mesure du rapport signal-bruit est calculée suivant la formule :  

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑠𝑢𝑟 𝑏𝑟𝑢𝑖𝑡 =
(𝑎𝑖𝑟𝑒 𝑑′𝑢𝑛𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒 × 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒)

(𝑎𝑖𝑟𝑒 𝑑′𝑢𝑛𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒 × 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑑𝑢 𝑏𝑟𝑢𝑖𝑡 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑)
 

Immunohistochimie : L’immunohistochimie est réalisée en appareil Ventana Benchmark XT 

(Ventana, Tucson, USA) sur des coupes de sphéroïde, fixées par du paraformaldéhyde tamponné 

4%. L’expression de Ki67 est recherchée avec l’anticorps de lapin anti Ki67 (clone 3-09) et révélée 

avec le kit UltraVIEW DAB (Ventana, Tucson, USA). 
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3.1.3. Résultats et discussion 

Les spectres d’absorption des deux QDs sont similaires, et typiques des QDs CuInSe, avec 

une forte absorbance dans l’ultraviolet, qui décroit au fil du spectre. Les spectres d’émission 

présentent le même unique pic à 608 nm, avec une différence d’intensité très importante entre les 

QDs Ctrl et les QDs FA, ces derniers n’ayant qu’une intensité de 55% comparée aux QDs Ctrl. 

Cette différence d’intensité s’observe aussi sur les spectres d’excitation, qui présentent le 

même pic à 380 nm et le même épaulement à 450 nm, avec toujours cette différence d’intensité de 

l’ordre de 55% (Figure 24). 

La greffe de folate sur ces QDs et leur chimie de surface atténue la fluorescence de ces QDs. 

Cette greffe ne modifie pas la longueur d’onde d’émission des QDs, ce qui indique que la surface 

des QDs n’est pas altérée. De plus, les spectres sont de forme identique, ce qui indique que le folate 

n’atténue pas la fluorescence des QDs en absorbant une partie de l’excitation. 

 

Figure 24 : Spectres d’absorbance (traits continus), d’excitation (tirets) et d’émission (tirets et points) des QDs Ctrl (noir) et QD FA (rouge). 

L’émission est mesurée sous une excitation de 340 nm et l’excitation est mesurée à une émission de 608 nm. 

 Mis à l’épreuve in vitro sur les lignées, les deux QDs ne présentent pas de toxicité significative 

jusqu’à 200 mM après 24 h d’incubation (Figure 25a). L’expression des récepteurs de folate a aussi 

été comparée entre les lignées Kb et A549, avec une surexpression notable pour les premières, tandis 

que les A549 n’expriment pas le récepteur en quantité détéctable (Figure 25b). 
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 Les QDs ne sont donc pas toxiques pour les modèles cellulaires et les concentrations 

employées. Un marquage fluorescent sera donc bien lié à l’endocytose ou la fixation des QDs sur la 

membrane cellulaire, et non pas à une accumulation passive dans des cellules mortes. La lignée Kb 

surexprime très clairement le récepteur de folate, ce qui en fait un modèle positif, tandis que la 

lignée A549 constitue un modèle négatif.  

 

Figure 25 : Toxicité des QDs et expression des récepteurs folate. A. Toxicité des QDs Ctrl (noir) et QDs FA (rouge) sur les cellules Kb, à différentes 

concentrations, après 24 h d’incubation sur la lignée Kb. B. Expression des récepteurs de folate α (RFα) sur les lignées A549 et Kb. 

 Incubés en présence des cellules Kb ou A549 saturées ou privées de folate, les QDs Ctrl ne 

produisent qu’une très faible fluorescence, avec un rapport signal bruit non significatif. A l’inverse, 

les QDs FA produisent un marquage fluorescent très fort (rapport signal sur bruit proche de 5) sur 

les cellules Kb privées de folate, mais quasiment pas sur les cellules Kb saturées en folate ou sur la 

lignée A549.  

 Ces résultats confirment, in vitro, le role du folate sur les QDs et du RFα libre dans 

l’endocytose des QDs par les cellules Kb. Ces résultats ne sont toutefois pas représentatifs d’une 

tumeur, faute de structure tridimensionnelle, de gradients de concentration ou de matrice 

extracellulaire. 
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Figure 26 : Microscopie de fluorescence des cellules Kb et A549 incubées en présence des QDs FA ou QDs Ctrl, privées (-) ou saturées en folate. 

A. Images de microscopie de fluorescence. B. Ratio signal sur bruit des cellules. La longueur d’onde d’excitation est 405-445 nm et la 

fluorescence est collectée au-dessus de 590 nm. La concentration en QDs est de 100 nM. 

 Exposés aux mêmes QDs dans les mêmes conditions, les sphéroïdes Kb présentent une 

fluorescence différente des cellules Kb cultivées en monocouche (Figure 27a). Les QDs Ctrl 

produisent une fluorescence minime, mais visible, avec un rapport signal sur bruit environ égal à 2 

(Figure 27b), indépendamment de la privation ou de la saturation en folate. Pour les QDs FA, ceux-

ci produisent une fluorescence significativement plus forte sur les sphéroïdes privés de folate, mais 

aussi un rapport signal sur bruit environ égal à deux sur les sphéroïdes saturés en folate. Enfin, dans 

toutes les conditions, le marquage apparait plus fort en périphérie que dans le cœur des QDs. 
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Figure 27 : Microscopie de fluorescence des sphéroïdes Kb incubés en présence des QDs FA ou QDs Ctrl, privés (-) ou saturés en folate. A. Images 

de microscopie de fluorescence. B. Ratio signal sur bruit des sphéroïdes. La longueur d’onde d’excitation est 405-445 nm et la fluorescence est 

collectée au-dessus de 590 nm. La concentration en QDs est de 100 nM. 

 Ces résultats confirment donc la spécificité des QDs in vitro sur modèle de tumeurs 

surexprimant les récepteurs de folate, mais mettent aussi en évidence une accumulation passive des 

QDs sur ce modèle. Toutefois, la notion de modèle reste importante, puisqu’il s’agit ici d’un 

sphéroïde contenant un unique type cellulaire, contrairement aux tumeurs qui associent 

fibroblastes, cellules immunitaires et cellules cancéreuses. Enfin, l’accumulation a priori 

périphérique des QDs ne peut être déduites de ces seuls résultats, et requiert une observation en 

microscopie confocale ou l’étude de coupe de sphéroïde. C’est cette dernière solution qui est retenue 

pour étudier la distribution des QDs dans le sphéroïde. 
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 Les images sont ici représentées avec leur maximum d’intensité respective, la fluorescence 

de chacune n’est pas comparable à l’autre, mais rend compte de la distribution des QDs au sein du 

sphéroïde. Ce marquage se révèle essentiellement périphérique (Figure 28a), sans différence 

significative entre les deux QDs (Figure 28b). Cette distribution essentiellement périphérique est 

corrélée avec l’expression de Ki67, marqueur de prolifération détecté dans la périphérie des 

sphéroïdes cellules, autour d’un cœur de cellule non proliférative (Figure 28c).  

 Les QDs sont donc endocytés par les cellules prolifératives, et leur pénétration dans le 

sphéroïde n’est pas modifiée par l’ajout de folate en surface. Ils sont donc essentiellement localisés 

en périphérie, même s’ils peuvent marquer les cellules prolifératives de tout le sphéroïde, 

proportionnellement à leur profondeur. 

 

Figure 28 : Distribution des QDs dans le sphéroïde. A. Images de microscopie de fluorescence des coupes de sphéroïdes privés de folate et incubés 

en présence des QDs Ctrl ou QDs FA. B. Distribution des QDs au sein du sphéroïde, représenté du cœur à la périphérie. C. Microscopie optique 

et de fluorescence d’une coupe de sphéroïde privé de folate et incubé en présence de QDs FA, comparé à la méme coupe traitée en 

immunohistochimie pour observé l’expression de Ki67. 
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3.1.4. Conclusions 

 La greffe de folate sur les QDs ne modifie pas leurs surfaces, et donc n’altére pas leur 

longueur d’onde d’émission. Elle atténue toutefois, presque de moitié, l’intensité de fluorescence, 

sans que le folate n’absorbe une part de l’excitation, ce qui laisse ce phénomène inexpliqué.  

In vitro, cette greffe de folate augmente significativement l’endocytose des QDs dans les 

cellules surexprimant le RFα, tandis que les QDs non marqués sont faiblement endocytés. 

Cependant, sur sphéroïdes, une accumulation passive de ces QDs est observée, mais 

significativement inférieure à celles des QDs FA lorsque les sphéroïdes sont privés de folate. 

L’utilisation de ces QDs pour l’imagerie de fluorescence des tumeurs parait donc indiquée. 

Toutefois, si cette greffe augmente significativement l’endocytose, elle ne modifie pas la 

capacité des QDs à pénétrer dans le sphéroïde. Leur éventuelle utilisation comme vecteur pour une 

drogue, dans un objectif théranostique, parait donc limitée en l’état. 
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3.2. QD Infrarouges sur modèle animal 

3.2.1. Introduction 

Après développement d’une chimie de surface permettant un ciblage des cellules surexprimant les 

récepteurs de folate, sans totalement éteindre la fluorescence des QDs à base de cadmium, cette 

même chimie a été appliquée à des QDs CuInSe/ZnS infrarouges. Ces QDs, dépourvus de cadmium, 

ont déjà été étudiés dans l’imagerie des ganglions sentinelles.(Helle et al., 2012)  

La toxicité in vitro de ces QDs recouverts de la chimie de surface PEG2000-FA a été comparée à celles 

des QDs rouges utilisés jusqu’ici, avant d’étudier leurs propriétés photo-physiques. En parallèle, un 

modèle murin de carcinomatose péritonéale d’origine ovarienne a été développé et caractérisé. Les 

QDs CuInSe/ZnS PEG2000-FA ont été injectés par voie intrapéritonéale à ce modèle, afin d’évaluer 

leur capacité à imager la carcinomatose péritonéale. Enfin, l’excrétion de ces QDs a été évaluée après 

injection intraveineuse ou intrapéritonéale. 

3.2.2 Matériels et méthodes 

Synthèse des QDs CuInS2/ZnS PEG-2000 : Les QDs sont synthétisés par la méthode mise au 

point par Pons et al.(Pons et al., 2010) Brièvement, le cœur CuInS2 est formé à partir de chlorure 

d’indium et de cuivre, mis en solution dans l’octadecene, en présence de trioctylphosphine et 

d’acide oléique. Cette solution est chauffée à 190°C, le précurseur de souffre est alors injecté dans la 

solution sous forme de bis(N-hexyldithiocarbamate) de zinc. La température est maintenue pendant 

10 minutes de façon à obtenir des cœurs CuInS2 d’environ 3 nm de diamètre.  

La coque de ZnS est formée en portant la solution à 230°C sous atmosphère inerte, du bis(N-

hexyldithiocarbamate) de zinc et du stéarate de zinc, en solution dans un mélange oleylamine et 

octadecene, est injecté goute par goutte au mélange, pendant 30 minutes. Les QDs CuInS2/ZnS ainsi 

formés, recouverts d’acide oléique et d’oleylamine, sont purifiés et mis en solution dans l’hexane.  

Pour permettre leur solubilisation dans l’eau, les QDs subissent deux étapes d’échanges de 

ligand, brièvement par remplacement de l’acide oléique avec de l’acide mercaptopropionique, puis 

avec un polymère zwitterionique.(Tasso et al., 2015b) La chimie de surface PEG et acide folique est 

finalement ajoutée, de la même manière que pour les QDs rouge précédemment présentées. 
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  Toxicité in vitro : La lignée MRC5 est ensemencée en plaque 96 puits, en milieu MEM SVF 

10%, à raison de 200 µl concentré à 105 cellules/ml par puits. La plaque est incubée 24h, puis le milieu 

est remplacé par des suspensions de QDs, concentrées entre 0 et 200 nM, en milieu MEM SVF 10%. 

Après 24h d’incubation, les puits sont lavés trois fois par 200 µl de PBS, puis 100 µl de MEM 10% 

SVF MTT 1 mg/ml sont ajoutés par puit, avant 2 h d’incubation. Les puits sont alors lavés trois fois 

par 200 µl de PBS, et les cristaux de formazan sont dissous dans 100 µl de DMSO, avant lecture 

d’absorbance à 540 nm sur spectrophotomètre pour plaque Multiskan Ascent (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA). 

Test de sensibilité membranaire : Du sang humain, prélevé sur EDTA et issu de donneurs 

volontaires est utilisé. Les hématies sont lavées et mises en suspension dans du PBS (contrôle 

négatif), de l’eau distillée (contrôle positif) ou des suspensions de QDs dans le PBS, à différentes 

concentrations (0-200 nM). Ces suspensions sont incubées 2 h à 37°C, puis centrifugées 10 min à 500 

g. Les surnageants sont transférés en plaque 96 puits, pour une lecture d’absorbance à 540 nm sur 

spectrophotomètre pour plaque Multiskan Ascent. 

Culture cellulaire : Les cellules SKOV-3 sont cultivées dans les mêmes conditions que les 

cellules Kb et A549 présentées précédemment. 

Modèle animal : Les souris utilisées pour développer le modèle de carcinomatose 

péritonéale sont des souris NMRI nude femelles (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France), âgées 

de 8 semaines. Elles sont maintenues dans un cycle jour/nuit de 12h, et disposent d’un accès à l’eau 

et à la nourriture ad libitum, ainsi que d’un enrichissement constitué de chutes de carton et de coton. 

Les souris sont hébergées à raison de 4 à 6 individus par cage pour leur permettre d’exprimer leur 

comportement naturel. 

Une suspension de SKOV-3 de concentration 2,5 × 107 cellules/ml est réalisée dans du PBS, 

pré incubé à 37°C. Chaque souris est maintenue en décubitus dorsal par contention manuelle, leur 

ventre est désinfecté avec une lingette imprégnée d’éthanol 70°, puis 200 µl de la suspension de 

SKOV-3 leur sont injectés par voie intrapéritonéale. Une aiguille 21G est utilisée par souris, et 

changée entre chaque injection.  
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L’évaluation de l’état de santé des animaux est réalisée tous les deux jours. L’observation du 

développement de la carcinomatose péritonéale n’est pas réalisable directement sans moyen 

d’imagerie. Dans cette situation, la seule mesure du poids, dépendant de l’âge et du poids initial de 

chaque individu, est insuffisante pour préserver le bien-être animal. C’est pourquoi un score de 

condition corporelle est utilisé (Table.). Ce score, couramment employé en médecine vétérinaire 

pour tout type d’animal, a été adapté aux rongeurs. Il repose sur plusieurs critères, parmi lesquels 

l’apparence, les comportements, naturel et provoqué (en réponse à une légère poussée manuelle de 

l’expérimentateur) et la condition physique, évaluée par palpation. Le score est obtenu en 

additionnant les sous-scores de chaque paramètre.(Paster et al., 2009)  

Un score de 11 à 13 correspond à un animal en bonne santé, tandis qu’un score de 6 à 10 

correspond à un animal de plus mauvaise condition. Lorsque le score chute entre 4 et 5, la 

surveillance devient quotidienne, et la carcinomatose considérée comme développée. Une absence 

d’amélioration en deux jours, ou un score de 3 ou moins, constituent des points limites, et mènent 

à l’euthanasie de l’animal. 

Tableau III Score de condition corporel murin 

Paramètre Description Score 

Apparence (rechercher aussi une 

distension abdominale) 

Normal : œil brillant, pelage lisse et propre 

Anormal : pelage négligé ou ébouriffé 

Anormal : dos vouté, pilo-éréction 

2 

 

1 

0 

Comportement naturel Normal : actif, interagit avec son environnement 

Baisse légère d’activité et d’interaction 

Anormal : baisse importante d’activité, isolement 

Anormal : automutilation, hyperactivité ou 

immobilité 

3 

 

2 

1 

 

0 

Comportement induit Normal : éloignement rapide 

Éloignement ralenti ou réponse exagérée 

Anormal : Éloignement tardif 

Anormal : absence de réaction ou réponse très 

exagérées 

3 

2 

1 

0 

Condition physique Obésité 

Surpoids 

Normale 

Minceur 

Maigreur 

 

5 

4 

3 

2 

1 

Score total 1-13 
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Observation et caractérisation de la carcinomatose : Une fois le score égal à 5 ou moins, 

lorsqu’une ascite est observée ou lorsqu’une tumeur sous-cutanée apparait au point d’injection, la 

souris est euthanasiée, par dislocation cervicale sous anesthésie gazeuse (isoflurane 4%). Une 

dissection est réalisée, permettant d’observer l’étendue de la carcinomatose péritonéale, et de 

prélever des tissus pour analyse histologique. 

Les tissus prélevés sont fixés 24h en paraformaldéhyde 4% tamponné, avant d’être 

déshydratés en automate et inclus en bloc de paraffine. Les blocs sont débités en coupe de 5 µm, 

déposés sur lame avec de l’eau albuminée (pour coloration) ou de l’eau distillée (pour les marquages 

immun histochimiques), avant d’être séchées à 40°C. Les colorations hématoxyline éosine safran 

(HES) et les marquages immuno-histochimiques sont réalisés en automate (Agilent, Santa Clara, 

USA). 

Imagerie de fluorescence : Six semaines après injection, l’alimentation des souris modèle est 

remplacée par les croquettes Teklad TD.95247 (Envigo, Huntingdon, RU), dépourvue d’acide 

folique et de chlorophylle. Dix jours après la mise en place de cette alimentation, les souris sont 

anesthésiées sous masque par 4% d’isoflurane et placées en position dorsale sous caméra Fluobeam 

700 (Fluoptics, Grenoble, France). L’excitation est activée (690 nm) et la caméra est alors réglée pour 

éliminer l’auto fluorescence infrarouges des tissus. Une injection intrapéritonéale de 20 pmol de 

QDs CuInSe/ZnS PEG2000-FA est effectuée, et la distribution des QDs est observée sur 24h. Ces 

expérimentations sont autorisées par le ministère de l’Enseignement supérieur, de la Recherche et 

de l’innovation, après évaluation éthique favorable de l’autorisation de projet utilisant des animaux 

à des fins d’expérimentation animale numéro 11902. 

Caractérisation des QDs : Les spectres d’absorbance sont réalisés à l’aide d’un spectromètre 

Lambda 35 (Perkin Elmer, Waltham, USA), tandis que les spectres d’émission et d’excitation des 

QDs sont réalisés à l’aide d’un spectrofluorimétre Xenius SAFAS (SAFAS, Monaco). Toutes les 

mesures sont effectuées dans le PBS à une concentration en QD de 10 nM, ce qui correspond à une 

densité optique de 0,1 à la longueur d’onde d’excitation (λexc. = 300 nm). 
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Excrétion : Des souris Balb/c femelles de 8 semaines (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, 

France) sont anesthésiées par de l’isoflurane 4% et subissent une injection de 20 pmol de QDs en 

suspension dans 100 µl de PBS, par voie intraveineuse ou intrapéritonéale.  

Elles sont ensuite placées individuellement en cage à métabolisme pendant 5 jours, avec un 

accès a libitum à l’eau et à une alimentation standard moulue. Les urines et fèces sont collectées 

quotidiennement. Cette expérimentation a été autorisée par le ministère de l’Enseignement 

supérieur, de la recherche et de l’innovation, après évaluation éthique favorable de l’autorisation 

de projet utilisant des animaux à des fins d’expérimentation animale numéro 9472. 

Spectrométrie de masse : Urines et fèces sont pesées et mise en suspension séparément en 

solution d’acide nitrique 70%. Les échantillons sont minéralisés par chauffage à 90°C pendant 30 

min, complétés à 25 ml par de l’eau milliQ (Millipore, Burlington, USA), et dosées par spectrométrie 

à plasma à couplage inductif sur appareil Varian 820 (Varian, les Ulis, France). 

3.2.3. Résultats et discussion   

Biocompatibilité in vitro : 

 

Figure 29 : À gauche, test de viabilité cellulaire sur fibroblastes pulmonaires sains (MRC-5) incubés en présence de différentes concentrations (0-

200 nM) de QDs CdTeSe/ZnS ou CuInSe/ZnS avec la chimie de surface PEG2000-FA pendant 24h. À droite, test de sensibilité membranaire sur 

hématies humaines en suspension dans le PBS incubés en présence de différentes concentrations (0-200 nM) de QDs CdTeSe/ZnS ou CuInSe/ZnS 

avec la chimie de surface PEG2000-FA pendant 24h. 

 

Les QDs CdTeSe/ZnS PEG2000-FA présentent une concentration inhibitrice médiane (half 

maximal inhibitory concentration, IC50) de 29±5,5 nM, tandis que celle des QDs infrarouges 
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CuInSe/ZnS PEG2000-FA est de 92,3±7,5 nM. Quant au test de sensibilité membranaire, les deux QDs 

présentent des profils similaires, avec des taux d’hémolyse toujours inférieur à 5%, même aux plus 

hautes concentrations testées (Figure 29).  

Les résultats de toxicité rejoignent les résultats précédemment obtenus sur le même modèle 

cellulaire, avec des QDs similaires, mais dépourvus de PEG2000-FA.(Helle et al., 2012) Sur cette durée,  

à chimie de surface identique, les QDs infrarouges se révèlent donc trois fois moins toxiques que les 

QDs rouges utilisés jusqu’ici. De plus, l’ajout de PEG2000-FA diminue nettement la capacité 

hémolytique des QD CdTeSe/ZnS, observée auparavant sur ces QDs « nus ».  

Les QDs infrarouges CuInSe/ZnS se révèlent donc moins toxiques sur modèle de cellule saine 

que les QDs à base de cadmium employé jusqu’ici. En outre, la chimie de surface développée ici 

permet de réduire les dommages induits aux membranes biologiques par les QDs.  

Caractérisation des QDs : 

 

Figure 30 : Spectres d’absorbance (pointillés) et d’émission (excitation = 340 nm) des QDs infrarouges CuInSe/ZnS-PEG2000 (noir) et PEG2000-

FA (rouge) en suspension dans le PBS à une concentration de 10 nM. 

 

Les spectres d’absorbance des deux QDs sont semblables, avec une forte absorbance dans 

l’UV, qui chute sous 0,1 U.A. à partir de 300 nm et continue à décroitre au fil du spectre. 
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Contrairement à l’absorbance, les spectres d’émission deux QDs  présentent les mêmes pics 

d’émission, l’un à 745 nm et l’autre plus faible à 810 nm. Cependant, l’intensité de fluorescence est 

nettement réduite par la greffe de folate, avec une intensité de fluorescence réduite à 20 % de celle 

des QDs PEG2000. (Figure 30). 

Comme pour les QDs visibles précédemment étudiés, la greffe de folate ne modifie pas la 

forme des spectres d’absorbance et d’émission, ce qui indique, la encore que les QDs ne sont pas 

altérés en surface. De même, la greffe de folate diminue la fluorescence des QDs infrarouges, mais 

dans une proportion encore plus importante que pour les QDs visibles (80% de réduction sur les 

QDs infrarouges contre 50% pour les QDs visibles). Enfin la présence de deux pics sur les spectres 

d’émission indique la présence de deux populations de QDs, de taille différente, avec une 

population légèrement majoritaire émettant à 745 nm et une population émettant à 810 nm, donc de 

taille supérieure. Ces pics sont retrouvés pour les QDs PEG2000-FA, qui sont produits à partir du 

même lot de QDs. 

Caractérisation du modèle murin de carcinomatose péritonéale d’origine ovarienne :  

 

Figure 31 : Photographies de la face ventrale, prise avant (A), après incision de la peau (B), des organes (C) et du péritoine (D) après dissection 

d’une souris 8 semaines après injection intrapéritonéale de cellule SKOV-3.Implant tumoral prélevé sur une pince épaisse d’un millimètre (E). 

M : Mamelle ; F : Foie ; E : Estomac, les implants tumoraux sont indiqués par les flèches noires. 

À environ 8 semaines, les souris présentant une tumeur au niveau du point d’injection 

(Figure 31a) sont euthanasiées et disséquées.  La dissection révèle que la tumeur au point d’injection 

traverse le péritoine (Figure 31b), tandis que de nombreuses tumeurs, de taille millimétrique, sont 

présentes, en périphérie de l’estomac, du foie, des intestins (Figure 31c), et sur le péritoine (Figure 

31 d et e).  
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Figure 32 : Histologie d’une coupe de péritoine envahi par la carcinomatose péritonéale, coloration HES (a) et immunohistochimie des protéines 

p53 (b), cytokératine 7 (c) et PAX8 (d). M : muscle abdominaux ; T : tumeur. Barre d’échelle : 100 µm 

Les colorations HES des tissus prélevés révèlent des tumeurs de taille submillimétrique, et 

de types adénocarcinomes séreux et infiltrant, franchissant le péritoine et envahissant le muscle 

(Figure 32). Les analyses immuno-histochimiques montrent une absence de p53, une forte 

expression à l’interface entre tumeur et  péritoine de la cytokératine 7 et une forte expression de 

PAX8 dans tous les tissus tumoraux.  

L’obtention de tumeurs de faible taille était un prérequis à l’utilisation du modèle, et est ici 

obtenue sans atteindre un score de condition corporelle incompatible avec l’éthique. Les 

caractéristiques immuno-histochimiques confirment que les tissus cancéreux sont bien d’origine 

humaine (tous les anticorps utilisés sont conçus pour un usage clinique), et caractéristiques des 

cancers ovariens avec une très forte expression de PAX8. La lignée SKOV-3 est une des rares lignées 

de cancers ovariens humains n’exprimant pas la p53, ce qui confirme que ces tumeurs sont bien 

formées par cette lignée.(Yaginuma and Westphal, 1992) L’injection intrapéritonéale de SKOV-3 

permet d’obtenir un modèle murin de carcinomatose péritonéale d’origine ovarienne humaine, 

présentant de nombreuses tumeurs macroscopiques et microscopiques. 
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Figure 33 : Imagerie de fluorescence infrarouge de l’injection intrapéritonéale des QD CuInSe/ZnS PEG2000-FA sur modèle de carcinomatose 

péritonéale murin (Excitation : 690 nm ; Emission (>700 nm). Images représentatives de trois essais. Les souris ont été anesthésiées sous isoflurane 

4% et injectées par voie intrapéritonéale avec 20 pmol de QD CuInSe/ZnS PEG2000-FA en suspension dans 100 µl de PBS. 

 

Une fois le modèle animal caractérisé, il était important de tester in vivo la capacité des QDs 

CuInSe/ZnS PEG 2000-FA à cibler les implants tumoraux et a les marquer en fluorescence. La 

fluorescence des QDs PEG2000-FA est bien visible aux temps zéro, dans la seringue et une fois 

injectés, elle se dilue ensuite dans la cavité péritonéale.  

La fluorescence reste détectable pendant plus de 6 heures, sans toutefois permettre de 

détecter les tumeurs par fluorescence. Au contraire, certains tissus, en particulier la tumeur 

transcutanée, apparaissent en négatif. Enfin, sur toute la durée de l’observation, la fluorescence 

apparait confinée à la cavité péritonéale, sans point chaud ou augmentation de la fluorescence d’un 

ou plusieurs organes visible (Figure 33). 

Le ciblage folate, démontré in vitro avec les QDs rouge, n’est pas reproduit in vivo. Ce 

phénomène a déjà été observé dans la littérature pour d’autres nanoparticules et semble corrélé à la 

densité de folate par nanoparticule, tout comme l’extinction de fluorescence des QDs. (Jang et al., 

2015; Lee et al., 2015) 
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Cependant, le fait que la fluorescence reste confinée à la cavité péritonéale indique que les 

QDs CuInSe/ZnS PEG2000-FA restent en circulation dans cette cavité, sans accumulation visible dans 

les organes tels que le foie ou la rate, comme c’est couramment observé pour les QDs injectés par 

voie intraveineuse. À défaut d’obtenir un ciblage in vivo, la voie d’injection intrapéritonéale permet 

vraisemblablement de réduire l’accumulation des QDs dans les organes, au moins pendant 24h. 

Mesure d’excrétion : 

 

Figure 34 : Excrétion des QDs CuInSe/ZnS PEG2000-FA 24h après injection intraveineuse (IV) ou intrapéritonéale sur souris saines. La quantité 

d’indium des urines et fèces a été dosée par spectrométrie de masse, et comparée la quantité d’indium injectée. 

Injectés par voie intraveineuse, les QDs ne sont que faiblement excrétés, à raison de 

0,7±0,126% et 0,35±0,143% de la dose injectée, respectivement dans les urines et les fèces. Cette 

excrétion n’est pas significativement augmentée en utilisant la voie d’injection intrapéritonéale, avec 

0,83±0,146% et 0,44±0,201% de la dose injectée, excrétée respectivement dans les urines et les fèces 

(Figure 34).  

Les QDs ne sont donc pas excrétés, tout du moins pas en proportion satisfaisante, 

indépendamment de la voie d’injection. Cet obstacle majeur à leur utilisation clinique reste à 

surmonter. 

3.2.4. Conclusions  

Malgré une biocompatibilité supérieure aux QDs à base de cadmium, utilisés auparavant, et 

une émission dans le proche infrarouge, souhaitable dans le cadre d’une chirurgie guidée par 

fluorescence, la greffe de folate sur les QDs CuInSe/ZnS PEG2000-FA entraine une extinction de 

fluorescence bien plus importante.  
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Leur fluorescence reste toutefois détectable in vivo, mais le ciblage n’apparait pas efficace in 

vivo. Plus problématique encore, injectés par voie intraveineuse ou intrapéritonéale, ces QDs ne sont 

pas excrétés. Cependant, les images de fluorescence montrent qu’après injection intrapéritonéale, 

les QDs restent confinés à la cavité intrapéritonéale pendant au moins 24h, sans accumulation 

préférentielle dans les tumeurs ni les organes.   
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3.3. Agrégats de quantum dots en nanoparticules de silice  

3.3.1. Introduction 

L’absence de ciblage in vivo et d’excrétion des QDs CuInSe/ZnS PEG2000 conjugués au folate 

restent problématique pour guider la chirurgie des carcinomatoses péritonéales d’origine 

ovarienne. Dans cette configuration, obtenir le ciblage in vivo requiert vraisemblablement 

d’augmenter le ratio folate par nanoparticule(Lee et al., 2015) avec le risque de totalement éteindre 

la fluorescence.(2011) De plus, réduire leur taille pour obtenir l’excrétion par voie rénale n’est pas 

envisageable, la fluorescence infrarouge de ces QDs dépendant directement de leur taille. 

Une des solutions pour protéger les QDs de l’extinction induite par certains fluorophores 

organiques, tels que le folate ou l’acridine, est de former une coque plus complexe autour des QDs 

pour réduire le transfert d’énergie au folate.(Linkov et al., 2018) Si cette solution peut préserver la 

fluorescence des QDs, elle ne résout pas le problème de l’excrétion. Hors, l’ajout d’une coque de 

silice avec une chimie de surface phosphonate, a produit des nanoparticules d’environ 30 nm de 

diamètre, rapidement excrétées après injection.(Ma et al., 2010)  

Une nouvelle formulation a donc été développée, en associant un cœur de QDs agrégés dans 

une coque de silice mésoporeuse épaisse (SiNP), avec pour objectif d’obtenir une nanoparticule 

rapidement excrétée, et éventuellement insensible à l’ajout d’une forte densité de folate en surface. 

3.3.2. Matériels et méthodes 

Synthèse des QDs : Les QDs CuInS2/ZnS sont synthétisés de la même manière que décrit 

précédemment. 

Agrégation des QDs : Les agrégats sont formés à partir de QDs, en suspension dans du 

chloroforme. Du bromure de cétrimonium est ajouté à une concentration de 2,5 mM, et la 

suspension est incubée 10 min à température ambiante en bain à ultrason. Le chloroforme est 

éliminé par chauffage à 80°C et les agrégats ainsi formés sont remis en suspension dans une solution 

d’eau distillée avec 3 mM de bromure de cétrimonium.  
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Encapsulation dans une coque de silice : La coque de silice est formée par ajout 

d’orthosilicate de tétraéthyle et 20% et de soude à 0,1 M. La suspension est incubée pendant 2 jours, 

sous agitation et à température ambiante. Les SiNPs sont alors récupérées après plusieurs lavages 

en Vivaspin. 

Microscopie électronique à transmission : Une goutte de suspension de nanoparticule est 

déposée sur grille de cuivre traitée au carbone Formvar 300 (Agar Scientific, Essex, RU), l’ensemble 

est dégazé sous vide pendant une nuit avant d’être imagé au microscope électronique à 

transmission JEOL 2010F (Jeol, Peabody, USA). 

Caractérisation des SiNPs : Les spectres d’absorbance sont réalisés à l’aide d’un 

spectromètre Lambda 35 (Perkin Elmer, Waltham, USA), tandis que les spectres d’émission et 

d’excitation des SiNPs sont réalisés à l’aide d’un spectrofluorimétre Xenius SAFAS (SAFAS, 

Monaco). Toutes les mesures sont effectuées dans le PBS à une concentration en SiNPs de 10 nM, ce 

qui correspond à une densité optique de 0,1 à la longueur d’onde d’excitation (λexc. = 300 nm). 

Excrétion : Des souris Balb/c femelles de 8 semaines (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, 

France) sont anesthésiées par de l’isoflurane 4% et subissent une injection de 20 pmol de SiNP en 

suspension dans 100 µl de PBS, par voie intraveineuse ou intrapéritonéale. Elles sont ensuite placées 

individuellement en cage à métabolisme pendant 5 jours, avec un accès a libitum à l’eau et à une 

alimentation standard moulue. Les urines et fèces sont collectées quotidiennement. Cette 

expérimentation a été autorisée par le ministère de l’Enseignement supérieur, de la Recherche et de 

l’innovation, après évaluation éthique favorable de l’autorisation de projet utilisant des animaux à 

des fins d’expérimentation animale numéro 9472. 

Spectrométrie de masse : Urines et fèces sont pesées et mise en suspension séparément en 

solution d’acide nitrique 70%. Les échantillons sont minéralisés par chauffage à 90°C pendant 30 

min, complétés à 25 ml par de l’eau milliQ (Millipore, Burlington, USA), et dosées par spectrométrie 

à plasma à couplage inductif sur appareil Varian 820 (Varian, les Ulis, France). 
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3.3.3. Résultats et discussion 

Microscopie électronique en transmission : 

 

Figure 35 : Microscopie électronique des nanoparticules de silice méso poreuse, contenant des QDs agrégés (zone dense visible en noir). 

Les SiNPs sont de forme sphérique, avec un cœur de QD qui apparait dense en microscopie 

électronique, entouré d’une couche de silice mésoporeuse d’environ 10 nm d’épaisseur (Figure 35).  

 

Figure 36 : Spectres d’absorbance (pointillés) et d’émission (excitation = 340 nm) des nanoparticules de silice à cœur de QDs CuInSe/ZnS 

infrarouges, en suspension dans le PBS à une concentration de 10 nM.  

 

Les SiNPs présentent un spectre d’absorbance semblable aux QDs CuInSe/ZnS 

précédemment étudiés, avec une forte absorbance dans l’UV, qui décroit au fil du spectre. De même, 

le spectre d’émission des nanoparticules présente trois pics entre 600 et 850 nm, l’un a 760 nm, le 

second à 800 nm et le dernier, majoritaire, à 815 nm (Figure 36). 

L’agrégation des QDs et l’ajout de silice n’ajoute pas de pic d’absorbance ni ne modifie la 

fluorescence des QDs, La présence de plusieurs pics de fluorescence infrarouge indique qu’au moins 

trois espèces de QDs, de tailles différentes, sont présentes dans les cœurs des QDs 
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Mesure d’excrétion :  

 

Figure 37 : Excrétion des nanoparticules de silice à cœur de QDs CuInSe/ZnS nues (A) et avec enveloppe de phosphonate (B), 24h après injection 

intraveineuse (IV) ou intrapéritonéale sur souris saines. La quantité d’indium des urines et fèces a été dosée par spectrométrie de masse, et comparée 

la quantité d’indium injectée. 

Les SiNP nues sont faiblement excrétées en 24 h dans les urines (0,67±0,25% après injection 

intraveineuse et 0,81±0,21% après injection intrapéritonéale) et les fèces (0,6±0,36% après injection 

intraveineuse et 0,75±0,25 après injection intrapéritonéale), sans différences significatives entre les 

deux voie d’injection (Figure 37).  

Les mêmes nanoparticules avec des phosphonates en surface ne sont pas plus excrétées, avec 

seulement 0,55±0,28% et 0,79±0,19 dans les urines et 0,79±0,19 et 0,82±0,23 dans les fèces, 

respectivement après injection intraveineuse ou intrapéritonéale. 

Contrairement aux attentes, aucune des SiNP, avec ou sans phosphonates, que cela soit par 

injection intraveineuse ou intrapéritonéale, ne permet une excrétion satisfaisante des QDs. L’ajout 

de phosphonate semble seulement avoir tendance à réduire l’excrétion par voie urinaire et 

augmenter celle par voie hépatobiliaire, mais sans différence significative. 

3.3.4. Conclusions 

 Malgrè des caractéristiques photophysiques satisfaisantes, et des chimies de surface 

comparables à la littérature, ces nanoparticules de silice ne permettent pas une meilleure excrétion 

des QDs. 

 

 



 

 

 

 
  



 

 

 

 
 
 
 
 

4. Discussion 
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L’utilisation du folate pour le ciblage des carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne 

fait actuellement consensus, du moins pour les fluorophores chimiques tels que le FITC ou les 

cyanines infrarouges.(van Dam et al., 2011)  

 Appliqué aux QDs, le folate présente toutefois une première limitation, puisqu’il atténue la 

fluorescence des QDs. Cette atténuation diffère entre les visibles QDs CdSe/CdS/ZnS et les QDs 

infrarouges CuInSe/ZnS, les premiers subissent une atténuation d’environ 50% contre une 

atténuation d’environ 80% pour les QDs infrarouges. Ce phénomène, connu, et proportionnel à la 

quantité de folate par QD, reste toutefois inexpliqué.(Bwatanglang et al., 2016; Geszke-Moritz et al., 

2012) Les deux QDs étant de taille similaire (≈ 6 nm), et la chimie de surface étant identique, la 

quantité de folate par QDs parait très similaire, et n’explique donc pas ces atténuations différentes 

entre QDs infrarouges et visibles.(Li et al., 2003; Pons et al., 2010) 

 Les autres hypothèses pour expliquer cette atténuation sont une absorption de la lumière 

excitatrice ou de la fluorescence par le folate, ou une fuite d’électrons du QD au folate. L’absence de 

différence dans la forme des spectres d’excitation, et le fait que le folate n’absorbe pas aux longueurs 

d’onde d’émission des QDs, semblent exclurent la première hypothèse.  

Quant à une fuite d’électrons, celle-ci parait improbable compte tenu de la présence de PEG 

à l’interface entre les QDs et le folate. Cependant, ce phénomène a déjà été observé avec d’autres 

chimies de surface, tel que le chitosan.(Bwatanglang et al., 2016) A taille et chimie de surface 

similaire entre les deux QDs, la différence pourrait provenir de la structure des QDs. En effet, les 

QDs visibles sont entourés d’une double coque CdS/ZnS, tandis que les QDs infrarouge n’ont 

qu’une simple coque ZnS. Or, l’utilisation de plusieurs coques peut limiter voire empêcher une fuite 

d’électrons, et donc l’atténuation de la fluorescence.(Linkov et al., 2018) Cette hypothèse reste à 

explorer, mais le phénomène d’atténuation de la fluorescence des QDs par le folate contraint, pour 

le moment, à utiliser de faibles ratios de folate par QD pour conserver une fluorescence détectable. 
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 Malgré cette atténuation, le rôle du folate et de ses récepteurs dans l’endocytose des QDs par 

les cellules a pu être démontré in vitro : sur modèle cellulaire sur exprimant les récepteurs de folate, 

cette endocytose est significativement élevée, et totalement atténuée lorsque les récepteurs sont 

saturés au préalable par du folate libre. À l’opposé, les cellules modèles n’exprimant pas les 

récepteurs de folate ne sont pas significativement marquées. 

 Pour étudier l’interaction entre les QDs et les tumeurs sur exprimant les récepteurs de folate, 

un sphéroïde, qui mime les caractéristiques d’une tumeur de taille submillimétrique et avasculaire, 

a été développé. Sur ce modèle, les QDs folate permettent aussi d’obtenir une imagerie de 

fluorescence satisfaisante, avec un ratio signal bruit proche de 5,(Rose, 1946) et significativement 

supérieur en l’absence de folate dans le milieu.  

Toutefois, les résultats obtenus sur coupe de sphéroïde démontrent que si les QDs ciblés par 

le folate marquent significativement plus ces sphéroïdes, ils ne pénètrent pas plus profondément 

que les QDs non ciblés, et restent essentiellement en surface des sphéroïdes. Pour l’imagerie de 

fluorescence, cette faible pénétration pourrait se révéler problématique, dans l’hypothèse où ces 

QDs restent accessibles à un mordant chimique, ce qui empêche d’éliminer spécifiquement les QDs 

libre à l’aide d’un mordant.(Liu et al., 2017) De même, dans l’hypothèse où les QDs pourraient être 

associés à des agents de chimiothérapie, en l’état, cette faible pénétration limite nettement leurs 

intérêts théranostique.(Lei et al., 2015) 

 Enfin, si ce ciblage est satisfaisant in vitro, il n’apparait pas du tout effectif in vivo, ce qui est 

d’autant plus surprenant que la chimie de surface employée permet un ciblage efficace in vitro. Ce 

phénomène a déjà été observé pour d’autres nanoparticules, notamment des nanoparticules de 

graphène. Pour ces nanoparticules, le ratio folate par nanoparticule est proportionnel au marquage 

des tumeurs in vivo et in vitro, l’effet étant très nettement amplifié in vivo.(Lee et al., 2015) Hors, 

comme exposé précédemment, l’atténuation de la fluorescence des QDs par le folate empêche 

l’utilisation d’une forte densité. Une solution à ce problème peut être une liaison réversible du folate 

sur les QDs, en utilisant des liaisons dégradées en milieu acide, comme dans les lysosomes après 

l’endocytose des QDs. Les QDs natifs seraient ainsi « éteints » par la forte densité de folate, et 

« allumés » après endocytose.(Zhang et al., 2013b) 
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 La faible pénétration des QDs ciblés par le folate in vitro, et l’absence de ciblage in vivo, 

incitent toutefois à envisager un autre ciblage. Parmi les plus prometteurs, le peptide iRGD, lié aux 

QDs ou libre, permet une pénétration en profondeur des QDs, sur modèles in vitro comme in vivo, 

sans impact négatif sur la fluorescence des QDs.(Liu et al., 2017; Przysiecka et al., 2016) Toutefois, 

si les fluorophores chimiques restent difficilement associés à une molécule de ciblage, les 

nanoparticules offrent de nombreux sites de liaisons, permettant la greffe de plusieurs molécules 

de ciblage, parfois différentes. Un ciblage multiple permet non seulement d’espérer atteindre plus 

de cibles, mais aussi d’obtenir un effet synergique, comme c’est le cas pour une nanoparticule 

associant folate et RGD.(Jang et al., 2015)  

Malgré l’échec du ciblage, les observations in vivo mettent en évidence l’intérêt d’une 

injection intrapéritonéale des QDs. Ceux-ci restent visiblement confinés à la cavité péritonéale 

pendant toute la durée de l’observation, ce qui est en accord avec la littérature. Les données issues 

de la littérature indiquent en outre une très faible bioaccumulation des QDs dans les organes à 24 

heures après injection intrapéritonéale.(Kato et al., 2010; Liu et al., 2017) Il est envisageable que les 

QDs restent en solution et ne s’agrègent pas ou peu dans la cavité péritonéale, puisqu’ils restent 

détectables pendant toute la durée de l’observation. Ils peuvent donc être éliminés par lavage de la 

cavité péritonéale, sous réserve qu’ils ne soient pas endocytés par les cellules saines, faute de 

récepteurs de folate. De même, lors de nos observations, le foie, le tube digestif ou les reins 

n’apparaissent pas hyper fluorescents, ce qui est préserve l’imagerie de fluorescence de la cavité 

péritonéale.  

Cette voie d’injection ne permet toutefois pas d’obtenir l’excrétion des QDs, ce qui est 

cohérent avec la séquestration dans la cavité abdominale et un très faible passage dans la circulation. 

Les QDs injectés par voie intraveineuse sont rapidement séquestrés par les cellules de Kupfer, 

localisées au niveau du foie, ce qui mène à leur bioaccumulation et empêche leurs excrétion.(Helle 

et al., 2012) Il est probable que les QDs injectés par voie intrapéritonéale, qui à terme atteignent la 

circulation, rencontrent le même destin. 
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Sans résoudre la question de l’excrétion, la voie d’injection intrapéritonéale parait donc 

privilégiée, pour d’une part éviter une exposition systémique lors de l’utilisation des QDs, et d’autre 

part optimiser l’imagerie de fluorescence des carcinomatoses péritonéales.  

Reste le problème, crucial, posé par la bioaccumulation des QDs dans l’organisme. Cet 

obstacle n’a pas été balayé, ni en changeant de voie d’injection ni par un changement radical de 

nanoparticule, en utilisant une coque de silice méso poreuse autour d’un cœur de QDs agrégés. Le 

phénomène de transcytose, envisagé par différents auteurs pour expliquer l’excrétion de 

nanoparticules de silice, n’a pas pu être observé ici, malgré l’utilisation d’une composition (silice 

mésoporeuse), de forme (sphérique) et de chimie de surface (phosphonates) similaires aux succès 

référencés dans la littérature. (Ma et al., 2010; Steinbacher, 2008) Dans notre cas, l’excrétion des QDs 

agrégés et enfermés dans ces nanoparticules de silice est très semblable à celles des QDs seuls, et 

tout à fait insatisfaisante. Il est probable que la silice soit simplement dégradée in vivo,(Roggers et 

al., 2014) libérant les QDs, avec pour résultat leur bioaccumulation. 

 La disparité entre les nanoparticules étudiées, et le faible nombre d’études disponibles, ne 

permettent pas de poser un paradigme clair quant aux paramètres (taille, charge, chimie de surface, 

voie d’injection) qui régissent ce processus.   

 À l’opposé de la transcytose, la filtration rénale et le développement de nanoparticules 

compatibles (1-6 nm de diamètre) bénéficient de bien plus d’attention.(Du et al., 2017) L’entrée en 

essai clinique de phase II des Cornell dots suscite un intérêt grandissant pour le développement de 

sondes multimodales à partir d’une nanoparticule de silice « ultra petite » (5,5 nm de 

diamètre).(Phillips et al., 2014) Dans cette configuration, les QDs présentent toutefois encore des 

avantages, en conservant des propriétés photo-physiques de loin supérieures, en particulier pour 

l’imagerie de fluorescence utilisant des infrarouges courts.(Bruns et al., 2017) L’excrétion de QDs 

« ultra-petits » a été démontrée(Soo Choi et al., 2007) et expliquée,(Du et al., 2017) tandis que le 

dopage de la coque par des agents d’IRM ou un radio marquage en utilisant des radio-isotopes 

métalliques restent envisageables pour obtenir une sonde multimodale de taille acceptable.(Sitbon 

et al., 2014; Sun et al., 2014) Cette option est toutefois limitée à l’utilisation de QDs à base de métaux 

lourds tels que le plomb, l’arsenic ou le mercure. 
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 Ces compositions posent question quant à leur toxicité, celle-ci reste cependant 

particulièrement discutée, et difficile a étudiée au vu des différences entre les modèles animaux. 

Une étude, utilisant des QDs à base de silice et supposés non toxiques, et menée sur modèle murin 

et des primates, met en évidence des dommages hépatiques importants après injection 

intraveineuse de ces QDs sur modèle murin. À l’opposé, les primates tolèrent ces QDs, sans subir 

de toxicité.(Liu et al., 2013a) Une autre étude, plus récente, utilisant des QDs infrarouges à base de 

plomb, et menée sur modèle murin, met en évidence la bioaccumulation des QDs, et leurs 

éliminations par voie hépatobiliaire en deux semaines. Malgré leurs compositions et leur 

accumulation in vivo, ces QDs ne présentent pas de toxicité in vitro, et n’induisent pas de dommage 

histologique in vivo.(Kong et al., 2016) 

 En l’absence d’explication au phénomène de transcytose, le développement de QDs 

infrarouges « ultra petits » à base de métaux lourds, utilisant un ciblage multiple, et associés à 

d’autres modalités d’imagerie, parait donc être l’option la plus efficace pour espérer produire une 

nano sonde multimodale, apte à guider la chirurgie des carcinomatoses péritonéales d’origine 

ovarienne. 

En conclusion, nos travaux mettent en évidence l’effet atténuateur du folate, et son efficacité 

dans le ciblage in vitro des cellules et tumeurs sur exprimant ses récepteurs. Cette efficacité 

n’améliore toutefois pas la pénétration des QDs, et ne se reproduit pas in vivo . Enfin, l’excrétion des 

QDs n’a pu être obtenue, malgré plusieurs approches. Toutefois, l’utilisation de la voie d’injection 

intrapéritonéale semble être à privilégier, compte tenu du confinement des QDs dans la cavité 

abdominale. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
  



 

 

 

 
 
 
 

5. Conclusions et 

perspectives 
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 Si les QDs présentent des caractéristiques, photophysiques et chimiques, idéales pour servir 

de base au développement d’une nanosonde multimodale, destinée à guider la chirurgie des 

carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne, de nombreux défis restent à relever. 

 Le premier concerne le développement d’un ciblage effectif in vivo. Dans cette optique, le 

recours à un ciblage multiple parait souhaitable. Cela permettrait, non seulement, une synergie 

entre agents de ciblage, mais aussi l’extension de ce ciblage à des cibles exprimant les récepteurs de 

folate à des degrés variables, donc une plus grande polyvalence pour guider la chirurgie des 

cancers. De même, une amélioration de la pénétration dans les tissus cancéreux, par un ou plusieurs 

agents de ciblage, tels que le peptide d’internalisation RGD,(Przysiecka et al., 2016) pourrait non 

seulement augmenter la quantité de sonde endocytée par ces tissus, mais aussi être mise à profit 

pour améliorer la pénétration de drogues cytotoxiques, couplées à la nanoparticule dans un but 

theranostique. 

 Le deuxième obstacle à relever reste l’absence d’excrétion des QDs. Dans ce contexte, trois 

possibilités restent envisageables. Premièrement, l’injection intrapéritonéale permet de les confiner, 

au moins temporairement, à la cavité péritonéale, les QDs n’ayant pas atteint leurs cibles pourraient 

être éliminés par lavage de la cavité, sous réserve d’obtenir un ciblage assez rapide et d’empêcher 

leur absorption sur les tissus sains ou leur pénétration dans la circulation, puis leur 

bioaccumulation.  

Face à ces risques, le développement de QDs capables d’être rapidement excrétés par voie 

rénale reste indispensable, et pourrait étendre leur utilisation à d’autres applications. Les futurs 

travaux pourront s’intéresser au développement d’une sonde ultra petite, à base de QDs infrarouges 

de très faible diamètre, mais à base de métaux lourds, ou poursuivre le développement d’une 

nanoparticule de silice de taille plus conséquente, contenant des QDs infrarouges sans métaux 

lourds, excrétée par un autre processus. Si la première option parait plus accessible au regard de la 

littérature, la transcytose des nanoparticules de silice reste prometteuse, en permettant une charge 

utile bien plus conséquente. Cependant, ce processus reste encore trop peu étudié. 

Toutefois, si l’excrétion des QDs et l’utilisation de QDs sans métaux lourds paraissent hors 

d’atteinte, la brillance exceptionnelle des QDs permet leur utilisation à des doses très réduites, ce 
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limitant leur toxicité. À titre d’exemple, des QDs à base de souffre et de plomb, émettant dans le 

l’infrarouge court, ont été étudiés pour l’imagerie de fluorescence in vivo. 

À la dose employée, ces QDs produisaient une imagerie de fluorescence in vivo très 

satisfaisante sur modèle murin, sans induire d’inflammation ni de dommage tissulaire, tandis que 

leurs composants, notamment le plomb, étaient éliminés au fil des semaines.(Kong et al., 2016) 

L’utilisation de QDs à base de métaux lourds, sans espoir d’excrétion, mais à des doses 

infimes, reste donc envisageable dans un cadre clinique. Toutefois, dans le cadre de la cytoréduction 

des carcinomatose péritonéale guidée par fluorescence, cette bioaccumulation peut contaminer la 

fluorescence de la cavité abdominale, en rendant le foie hyper fluorescent.  

Ce dernier obstacle pourrait être éliminé en utilisant des QDs « activables » comme présentée 

dans l’introduction, qui ne deviendraient fluorescents qu’en présence des tumeurs. L’association 

d’un atténuateur de la fluorescence, tels que le bleu de méthylène, lié aux QDs par une liaison 

sensible aux métallos protéases, exprimées par les tissus tumoraux, permet d’obtenir ce type de 

QDs. Cette approche éliminerait la fluorescence non spécifique des QDs bioaccumulés dans le foie, 

préservant l’imagerie de fluorescence des tissus cancéreux.(Jeong et al., 2017)    

 En conclusion, la cytoréduction des carcinomatoses péritonéales guidée requiert une sonde 

fluorescente, excrétée par voie rénale et/ou hépatique, activable en présence des tissus cancéreux 

pour une meilleure imagerie. Cette sonde et ses produits de dégradation ne doivent pas induire 

d’inflammation ni d’effet toxique. Son ciblage doit reposer sur plusieurs agents, pour offrir une 

grande polyvalence, et pouvoir pénétrer en profondeur dans les tumeurs, et ainsi pouvoir servir de 

vecteur pour des drogues cytotoxiques. Enfin, cette sonde doit associer plusieurs modalités 

d’imagerie pour permettre d’imager le corps entier en pré et postopératoire, en complément de 

l’imagerie de fluorescence peropératoire, afin d’assurer le succès de la cytoréduction. C’est grâce à 

une chirurgie optimale que l’on augmentera la survie des patientes atteintes d’un cancer ovarien à 

un stade avancé, et le pourcentage de traitement curatif et sûr. 
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Nanosondes multimodales pour guider la chirurgie des carcinomatoses péritonéales d’origine ovarienne 

Les cancers ovariens se distinguent par leur faible incidence, associée à une mortalité élevée, et représente 

la cinquième cause de mortalité par cancer pour la population féminine. Cette mortalité est due principalement à 

l’absence de symptômes aux stades précoces des cancers ovariens, retardant leur diagnostic, majoritairement posé 

lorsqu’une carcinomatose péritonéale est installée. La cavité abdominale est alors envahie par de nombreuses 

métastases. 

Le traitement de référence est la chirurgie de cytoréduction complète et la chimiothérapie par voie 

intraveineuse. Lors de la chirurgie, le chirurgien doit inspecter la totalité de la surface de la cavité péritonéale, et 

éliminer des tumeurs de toutes tailles, mêmes submillimétriques. Faute de pouvoir détecter toutes les métastases, 

la cytoréduction est souvent partielle, avec pour conséquence une diminution des chances de guérison.  

Afin de guider le chirurgien et améliorer le pourcentage de cytoréduction complète, des sondes 

fluorescentes, conçues pour marquer spécifiquement les tumeurs, ont été développées. Malgré des résultats 

encourageants, ces sondes souffrent de nombreuses limitations en termes de brillance, de stabilité, et de modularité. 

Dans ce contexte, de nombreuses nanoparticules, capables de passer outre ces limitations, suscitent un grand 

intérêt. Parmi celles-ci, des nanocristaux semi-conducteurs, appelés quantum dots, se distinguent par une brillance 

exceptionnelle. 

Notre étude s’est basée sur ces quantum dots, associés à un agent de ciblage de référence pour les cancers 

ovariens, le folate. D’abord testées sur modèles cellulaires et tumoraux in vitro, ces nanoparticules ont démontré de 

bonnes capacités d’imagerie. Ces propriétés ont ensuite été expérimentées sur modèle murin de carcinomatose 

péritonéale. Enfin, la bioaccumulation des quantum dots restant un obstacle à leur application clinique, différentes 

alternatives ont été appliquées pour tenter d’obtenir leur excrétion. 

Mots clés : cancers ovariens, chirurgie guidée par fluorescence, Quantum dots, carcinomatose péritonéale 

 

Multimodal nanoprobe for guided surgery of ovarian peritoneal carcinomatosis 

 Ovarian cancers have a low incidence but a high mortality rate, making them the fifth cause of death by 

cancer for female population. This high mortality rate is associated with the absence of symptom at the early stage 

of ovarian cancer, often delaying the diagnosis to advanced stages, mainly peritoneal carcinomatosis. At this stage, 

metastases have already invaded the abdominal cavity. 

 The reference treatment combines a complete cytoreduction surgery and intravenous chemotherapy. 

During the cytoreduction, the surgeon must inspect the whole peritoneal surface, and remove all of all sizes, even 

sub-millimetric. Because of the difficulty to detect and to remove every cancerous tissue, cytoreduction is frequently 

incomplete, thus reducing the recovery rate.   

 To guide the surgeon and to increase the percentage of complete cytoreduction, fluorescent probes have 

been developed to target tumors specifically. Despite encouraging results, these probes suffer from many 

limitations such as low brightness, weak stability and cumbersome modularity. In this context, nanoparticles, that 

are able to outpass these limitations, have generated a growing interest. Among these nanoparticles, semiconductor 

nanocristals, called quantum dots, display an exceptional brightness. 

 We investigated these quantum dots, associated with folate, a reference targeting agent for ovarian 

cancers. Firstly investigated on in vitro cellular and tumor model, folate targeted nanoparticles show encouraging 

imaging capabilities. These capabilites were also experimented on peritoneal carcinomatosis murine model. Finally, 

the main obstacle to quantum dot clinical application remains their bioaccumulation, therefore, different 

alternatives were explored to achieve excretion. 

Key words : ovarian cancers, fluorescence guided surgery, quantum dot, peritoneal carcinomatosis 
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