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B Contexte et objectifs

Limagerie du vivant par fluorescence souffre de nombreux défauts,
en particulier une pénéiration frés limitée & travers les fissus
biologiques, ef d'importants risques de photo-dommages induits par
une irradiation laser généralement dans I'UV. La fluorescence par
absorption & deux photons peut apporter de réelles améliorations,
parce qu'elle ufilise des longueurs d'onde d'iradiation dans le
proche IR, ef que lo profondeur de pénétration est au moins 5 fois
plus grande que par une irradiation classique, sans risque de photo-
dommages induits. Les fluorophores employés jusqu'a présent ont de
sérieuses  limitations: sensibilité pour les fluorophores organiques
classiques, foxicité et « clignotement » pour les nanoparticules
luminescentes (quantum dots).

Nous avons proposé dans ce projet de développer une alternative
« tout organique » aux quanfum dofs, basée sur la présence de
fluorophores organiques particuliérement élaborés pour I'absorption
& deux-photons, dans des molécules multi-ramifiges : les
dendriméres.

B Résultats majeurs

Des fluorophores absorbeurs & 2 photons de structure et symétrie
variables [dipolaire, quadripolaire, octupolaire) et de longueur
d’onde d'émission variables (bleu, verf, jaune, orange] ont été
synthétisés par le Partenaire 2, puis greffés sur dendriméres par le
Partenaire 1 (coordinatrice), qui a aussi assuré le greffage de
fonctions permettant la solubilié dans I'eau.  Lla figure ci-dessous
donne un apercu partiel de la quantité énorme de composés
dendritiques absorbeurs & 2 phofons qui ont été synthéfisés (la
couleur correspond @& la couleur d'émission des fluorophores isolés).

Ces composés présentent des propriétés d'absorption & 2 photons
exceptionnelles, et un effet coopérafif trés original sur la réponse
biphotonique a pu étre mis en évidence pour la premiére fois.

Le Partenaire 3 a utilisé les microscopes biphotoniques pour tesfer les
dendriméres fluorescents et absorbeurs & deux photons sur des
cultures cellulaires. Des dendriméres en forme de céne, ayant un
fluorophore émettant dans I'orange-rouge au niveau du coeur, et des
ammoniums en surface, présente une frés forte affinité pour la
membrane des cellules B16F10, comme le montrent les photos ci-
dessous.

Vue de profil des cellules
on présence du dendrimére

le deuxiéme type de dendrimére testé par le Partenaire 3 possede
12 fluorophores et 24 motifs PEG. Son excitation biphotonique a
permis de mefire en évidence un phénoméne frés original, de
thermo-agrégation photo-assistée de ce composé dans I'eau dans le
microvolume (fl) oU I'excitation biphotonique est présente. Le volume
imadié est facilement confrélé par balayage du laser dans la
solution. Sur lillustration qui suit, nous avons limité I'iradiation & un
caré. le méme dendrimére est utilisé pour visualiser la membrane
de cellules.

wra iy

Un dendrimére ayant des ammoniums en
surface et un coeur émettant dans le vert
a été injecté dans le coeur d'un téfard
Hpor le Partenaire 2; il a permis la
Bl visuclisation en 3D du systéme vasculaire
de I'animal vivant.

B Conclusions, perspectives

Nous avions fixé au départ des objectifs extrémement ambitieux, qui
ont quasiment fous été atteints. Nous sommes méme allés bien au-
dela dans un domaine trés spectaculaire : I'écriture contrélée en 3
dimensions dans 'eau par irradiation d'une solution aqueuse d'un
dendrimére absorbeur & 2 photons. Nous somme encore en frain
d'essayer de comprendre les phénoménes physiques, chimiques,
thermodynamiques associés & cette propriété fofalement inédite.
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