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Résumé

L'imagerie médicale a longtemps été limitée a cause des performances médiocres des fluorophores
organiques. Récemment la recherche sur les nanocristaux semi-conducteurs a grandement contribué a
I’élargissement de la gamme d’applications de la luminescence dans les domaines de I'imagerie et du
diagnostic. Les points quantiques (QDs) sont des nanocristaux de taille similaire aux protéines (2-10 nm)
dont la longueur d’onde d’émission dépend de leur taille et de leur composition. Le fait que leur surface
peut étre fonctionnalisée facilement avec des biomolécules rend leur application particulierement
attrayante dans le milieu biologique.

Des QDs de structure « coeur-coquille » ont été synthétisés selon nos besoins en longueur d’onde
d’émission. Dans un premier article nous avons modifié la surface des QDs avec des petites molécules bi-
fonctionnelles portant des groupes amines, carboxyles ou zwitterions. L'effet de la charge a été analysé sur
le mode d’entrée des QDs dans deux types cellulaires. A |'aide d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques a
certains modes d’internalisation, nous avons déterminé le mode d’internalisation prédominant.
L'endocytose par les radeaux lipidiques représente le mode d’entrée le plus employé pour ces QDs de
tailles similaires. D’autres modes participent également, mais a des degrés moindres. Des disparités dans
les modes d’entrée ont été observées selon le ligand de surface.

Nous avons ensuite analysé I'effet de I'agglomération de différents QDs sur leur internalisation dans des
cellules microgliales. La caractérisation des agglomérats dans le milieu de culture cellulaire a été faite par
la technique de fractionnement par couplage flux-force (AF4) associé a un détecteur de diffusion de la
lumiere. En fonction du ligand de surface et de la présence ou non de protéines du sérum, chacun des
types de QDs se sont agglomérés de fagon différente. A I'aide d’inhibiteurs des modes d’internalisation,
nous avons corrélé les données de tailles d’agglomérats avec leur mode d’entrée cellulaire.

Les cellules microgliales sont les cellules immunitaires du systéeme nerveux central (CNS). Elles répondent
aux blessures ou a la présence d’inflammageénes en relachant des cytokines pro-inflammatoires. Une
inflammation non controlée du CNS peut conduire a la neurodégénérescence neuronale et est souvent
observée dans les cas de maladies chroniques. Nous nous sommes intéressés au développement d’un
nanosenseur pour mesurer des biomarqueurs du début de l'inflammation.

Les méthodes classiques pour étudier I'inflammation consistent a mesurer le niveau de protéines ou
molécules relachées par les cellules stressées (ex. monoxyde d’azote, IL-1B). Bien que précises, ces
méthodes ne mesurent qu’indirectement 'activité de la caspase-1, responsable de la libération du I'IL-1B.
De plus ces méthode ne peuvent pas étre utilisées avec des cellules vivantes.

Nous avons construit un nanosenseur basé sur le FRET entre un QD et un fluorophore organique reliés
entre eux par un peptide qui est spécifiquement clivé par la caspase-1. Pour induire I'inflammation, nous
avons utilisé des molécules de lipopolysaccharides (LPS). La molécule de LPS est amphiphile. Dans I'eau le
LPS forme des nanoparticules, avec des régions hydrophobes a l'intérieure. Nous avons incorporé des QDs
dans ces régions ce qui nous a permis de suivre le cheminement du LPS dans les cellules microgliales. Les
LPS-QDs sont internalisés spécifiquement par les récepteurs TLR-4 a la surface des microglies. Le
nanosenseur s'est montré fonctionnel dans la détermination de I'activité de la caspase-1 dans cellules
microgliales activées par le LPS. Eventuellement, le senseur permettrait d’'observer en temps réel I'effet de
thérapies ciblant I'inflammation, sur l'activité de la caspase-1.
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