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(57) Abstract : The subject matter of the invention is a process for preparing an assembled chemical structure or a mixture of such
structures, this structure having a phase partition, wherein the phases are in particular of hydrophobic and hydrophilic nature, such as
a composite/synthetic particle or a liposome, and being capable of generating an original fluorescence spectrum. The subject matter
of the invention is also said assembled structures and mixture thereof and also the compositions or kit comprising same. The inven -
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(57) Abrégé : L'invention a pour objet un procédé de préparation d'une structure chimique assemblée ou un mélange de telles struc -
tures, cette structure présentant une partition de phases, notamment de nature hydrophobe et hydrophile, comme une particule com-
posite/synthétique ou un liposome, et étant apte a générer un spectre de fluorescence original. L'invention a également pour objet
lesdites structures assemblées et leur mélange ainsi que les compositions ou kit les comprenant. L'invention concerne aussi l'utilisa -
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lon I'invention.
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REVENDICATIONS MODIFIEES
regues par le Bureau international le 26 avril 2012 (26.04.2012)

REVENDICATIONS

1.  Mélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules, aptes a générer
un signal spécifique en fluorescence différent entre chacune desdites particules,
caractérisé en ce que chacune desdites particules compfend :

- une paroi rigide ou fluide délimitant au moins un espace intra-particulaire,
ladite paroi étant de nature hydrophobe et ledit espace intra-particulaire étant occupé par
une solution aqueuse, ou, inversement ladite paroi étant de nature hydrophile et ledit
espace intra-particulaire étant occupé par une solution de nature hydrophobe ;

- 1) lorsque ladite paroi rigide ou fluide est de nature hydrophobe et ledit espace
intra-particulaire est de nature hydrophile, ladite paroi comprend au moins un composé
fluorescent hydrophobe et ledit espace intra-particulaire comprend au moins un
composé fluorescent hydrophile,

- i) lorsque ladite paroi rigide ou fluide est de nature hydrophile et ledit espace
intra-particulaire est de nature hydrophobe, ladite péroi comprend au moins un composé
fluorescent hydrophile et ledit espace intra-particulaire comprend au moins un composé
fluorescent hydrophobe ; et en ce que :

- pour chacune de ces n microparticules ou nanoparticules, I’'un au moins des
composés fluorescents hydrophobe ou hydrophile contenu dans ladite paroi rigidé ou
fluide et/ou dans ledit espace intra-'particulaire est différent entre ces n particules, et

- n étant supérieur ou égal a 2.

2. Mélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon la
revendication 1, caractérisé en ce que lesdites particules sont choisies parmi les
particules composites/synthétiques.

3.  Mélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon la
revendication 1 ou 2, caractérisé eﬁ ce que lesdites particules sont des particules dont
ladite paroi rigide ou fluide est de nature hydrophobe et ledit espace intra-particulaire
est de nature hydrophile. _ ’

4.  Mélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon I'une des
revendications 1 a 3, caractérisé en ce que lesdites particules sont des particules
synthétiques dont la paroi est constituée essenticllement de polymeres choisis parmi le

polyméthacrylate de méthyle (PMMA), le polycaprolactone, le polystyrene le latex, la
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cellulose, le chitosan, la viscose.

5.  Meélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon 1’une des
revendications 1 a 4, caractérisé en ce que

- ladite composition comprenant au moins un composé miscible dans la
premiére phase apte a générer une fluorescence ou ladite composition comprenant au
moins un composé miscible dans la deuxiéme phase apte a générer une fluorescence ;
ou

- ladite composition comprenant au moins un composé hydrophobe apte a
générer une fluorescence ou ladite composition comprenant au moins un composé
hydrophile apte a générer une fluorescence,

est choisie parrrii le groupe constitu¢ par un extrait synthétiqlie ou naturel,
végétal ou animal, ou un mélange d’extraits synthétiques naturels, un composé isolé ou
purifié hydrophobe ou hydrophile apte a géﬁérer une fluorescence, ou encore un
mélange de ces composés isolés ou purifiés.

6.  Mé¢lange d’au moins n micropartiéules ou nanoparticules selon 1’une des
revendications 1 & 5, caractérisé en ce que ladite compbsition comprenant au moins un
composé hydrophobe apte & générer une fluorescence est constituée essentiellement de
la partie hydrophobe d’un extrait végétal ou animal, ou un de leur mélange, et en ce que
ladite composition comprenant au moins un composé hydrophile apte a générer une
fluorescence est constitué essentiellement de que la partie hydrophile d’un extrait
végétal ou anifnal, ou un de leur mélange.

7. Meélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon 1’une des
revendications 1 a 6, caractérisé en ce que ladite partie hydrophobe et ladite partie
hydrophile au sein d’une méme particule sont tirées du méme extrait ou de deux extraits
distincts.

8.  Procédé de préparation d’un mélange d’au moins deux microparticules
ou ﬁanoparticules aptes a générer un signal spécifique en fluorescence significativement
différent (capable d’étre distingué 1’un de I’autre), chacune des deux microparticules ou
nanoparticules présentant une compartimentation apte a generer un signal spécifique en
fluorescence en partition de phases, ladite partition.de phases délimitant un premier
compartiment et un deuxiéme compartiment, ledit ‘premier compartiment et ledit

deuxiéme compartiment n’étant pas miscible entre eux, ledit procédé étant caractérisé
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en ce que chacune desdites microparticules ou nanoparticules est obtenue par un
procédé comprenant les étapes suivantes :

a) la préparation de la premiére phase et de la deuxiéme phase non miscibles; et

b) la formation de ladite structure chimique assemblée présentant comme
résultant de la parﬁtion de phases un premier compartiment et un deuxiéme
compartiment non miscibles éntre eux, et
caractérisé en ce que ledit premier compartiment contient une composition comprenant
au moins un composé miscible dans cette premicre phase apte a générer une
fluorescence et le deuxiéme compartiment contient une composition comprenant au
moins un composé miscible dans cette deuxiéme phase apte a générer une fluorescence ;
et
caractérisé en ce que 1’'un au moins des composés apte a générer une fluorescence et
miscibles dans la premiére phase, et 'un au moins des composés aptes a générer une
fluorescence et miscibles dans la deuxi¢me phase contenﬁ dans ladite microparticule ou
nanoparticule est différent entre ces deux microparticules ou nanoparticules.

9. - Procédé selon la révendication 8, caractérisé en ce que ladite partition de
phases délimite un premier compartiment de nature hydrophobe et un deuxiéme
compartiment de nature hydrophile, ledit procédé comprenant les étapes suivantes :

a) la préparation de la phase de nature hydrophobe non miscible a I’eau et de la
phase de nature hydrophile, et

b) la formation de ladite structure chimique assemblée présentant comme
résultant de la partition de phases un compartiment hydrophobe et un compartiment
hydrophile, |

caractéris¢ en ce que :

- ladite phase hydrophobe contient une composition comprenant au moins un
composé hydrophobe apte a générer une fluorescence (dénommeée composé fluorescent
hydrophobe) et la phase hydrophile contient une composition cofnprenant au moins un
composé hydrophile apte & générer une fluorescence (dénommée composé fluorescent
hydrophile) ; ou

- lesdites phases hydrophobe et hydrophile sont mélangées a une troisiéme
amphiphile contenant une composition comprenant au moins un composé fluorescent

hydrophobe et au moins un composé fluorescent hydrophile
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10. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que chacune desdites
particules comprend : |

- une paroi rigide ou fluide délimitant au moins un espace intra-particulaire,
ladite paroi étant de nature hydrophobe et ledit espace intra—p‘articulaire étant occupé par
une solution aqueuse, ou, inversement ladite paroi étant de nature hydrophile et ledit
espace intra-particulaire étant occup€ par une solution de nature hydrophobe ;

- 1) lorsque ladite paroi rigide ou fluide est de nature hydrophobe et ledit espace
intra-particulaire est de nature hydrophile, ladite paroi comprend au moins un composé
fluorescent hydrophobe et ledit espace intra-particulaire comprend au moins un
composé fluorescent hydrophile,

- 1) lorsque ladite paroi rigide ou fluide est de nature hydrophile et ledit espace
intra-particulaire est de nature hydrophobe, ladite paroi comprend au moins un composé
fluorescent hydrophile et ledit espace intra-particulaire comprend au moins un composé
fluorescent hydrophobe ; et en ce que :

- pour chacune de ces 2 microparticules ou nanoparticules, I’'un au moins des
composés fluorescents hydrophobe ou hydrophile contenu dans ladite paroi rigide ou
fluide et/ou dans ledit espace intra-particulaire est différent entre ces 2 particules.

11. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que ledit procédé
comprend les étapes suivantes :

a) la préparation d’une solution organiq’ﬁe non miscible a 1’eau (nommée
solution hydrophobe) et d’une solution aqueuse ;

b) la mise en contact de la solution hydrophobe avec la solution aqueuse ; et

¢) la formation desdites particules,

caractérisé én ceque :

- ladite solution hydrophobé contient une composition comprenant au moins un
composé hydrophobe apte a générer une fluorescence (dénommé composé fluorescent
hydrophobe) et la solution hydrophile contient une composition comprenant au moins
un composé hydrophile apte a générer une fluorescence (dénommé composé fluorescent
hydrophile) ; ou

- lesdites solutions hydrophobe et hydrophile sont mélangées a une troisiéme

contenant une composition comprenant au moins un composé fluorescent hydrophobe et
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au moins un compos¢ fluorescent hydrophile

12.  Procédé selon I'une des revendications 8 & 11, caractérisé en ce que les
microparticules ou nanoparticules sont des particules composites/synthétiques et en ce
que le procédé mis en ceuvre pour la préparation de ces micrdparticules ou
nanoparticules est choisi parmi le procédé de double émulsion-évaporation de solvant
permettant 1'encapsulation dans ces particules dudit au moins composé fluorescent
hydrophile et hydrophobes, et le procédé d’émulsion simple-évaporation de solvant
permettant I’encapsulation dans ces particules dudit au moins composé fluorescent
hydrophobe. '

13.  Procédé selon la revendication 12, caractérisé en ce le procédé mis en
-ceuvre pour la préparation de microparticules ou nanoparticules est le procédé de double
émulsion-évaporation de solvant. '

14. Procédé selon la revendication 12 ou 13, caractérisé en ce ladite solution
hydrophobe est constituée d’une solution choisi panni :

- une solution de polyméthacrylate de méthyle (PMMA) dissout dans du
dichlorométhane ;

- le polycaprolactone dissout dans de I’acétone; ou

- le polystyréne dissout dans du limonéne ou chloroforme.

15. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que le procédé mis en
ceuvre pour leur préparation met en ceuvre comme solution hydrophobe un concentré de
phospholipides.

16. Procédé selon I’une des revendications 8 a 15, caractérisé en ce que :

- ladite composition comprenant au moins un composé miscible dans la
premiére phase apte & générer une fluorescence et ladite composition comprenént au
moins un composé miscible dans la deuxiéme phase apte a générer une fluorescence ;
ou |

- ladite composition comprenant au moins un composé hydrophobe apte a
générer une fluorescence et ladite composition comprend au moins un composé
hydrophile apte a générer une fluorescence, -
est choisie parmi le groupe constitué par un extrait synthétique ou naturel, végétal ou
animal, un mélange d’extraits synfhétiques et/ou naturels, un composé isolé ou purifié

hydrophobe ou hydrophile apte a générer une fluorescence, et un mélange de ces
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composés isolés ou purifiés.

17.  Procédé selon la revendication 17, caractérisé en ce que ladite
composition comprenant au moins un composé fluorescent hydrophobe est constituée
essentiellement de la partie hydrophobe d’un extrait végétal ou animal, ou un de leur
mélange, et en ce que ladite composition comprenant au moins un composé fluorescent
hydrophile est constituée essentiellement de la partie hydrophile d’un extrait végétal ou
animal, ou un de leur mélange.

18.  Procédé selon la revendication 17, caractérisé en ce que ladite partie
hydrophobe et ladite partie hydrophile sont tirées du méme extrait ou de deux extraits
distincts.

19.  Procédé selon I’une des revendications 8 a 18, caractérisé en ce qu’il met
en ceuvre pour chacune de ces particules une composition en composés apte a générer
une fluorescence différente pour chacune de particules , et. en ce que n est supérieur ou
égal a 2.

20. Composition pour le diagnostic in vivo ou pour 'imagerie médicale in
vivo, caractérisée en ce qu’en comprend un mélange d’au moins n fﬁicroparticules ou
nanoparticules selon I’une des revendications 1 & 8 ou obtenu par un procédé selon I’une
des revendications 8 4 19.

21. Composition selon la revendication 20, caractérisée en ce que la paroi
externe de ladite particule est marquée a 1’aide d’un marqueur spécifique du tissu
biologique ou de la cellule, ou ’'un de leur élément que I’on cherche a observer ou &
mettre en évidence, chacune des n particules étant marquée a I’aide d’un marqueur
différent entre chacune des particules.

22.  Kit pour le diagnostic in viiro, caractérisé en ce que le kit comprend un
mélange d’au moins n microparticules ou nanoparticules selon 1’une des revendications
1 & 8 ou obtenu par un procédé selon ’'une des revendications 8 a 19, chacune des
particules étant de préférence marquée par un marqueur différent.

23.  Composition selon la revendication 21 ou kit selon la revendication 22,
caractérisée en ce que ledit marqueur est un par un marqueur biologique capable de se
fixer spécifiquement sur 1’élément que 1’on sduhaite mettre en évidence ou observer, en
particulier un anticorps dirigé spécifiquement contre cet élément.

24.  Procédé de marquage d’un échantillon ou d’un objet caractérisé en ce que

FEUILLE MODIFIEE (ARTICLE 19)
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I’on met en contact ledit échantillon ou objet avec un de n microparticules ou
nanoparticules selon I’une des revendications 1 4 8 ou obtenu par un procédé selon 1’une
des revendications 8 a 19..

25. Procédé de marquage d’un échantillon ou d’un objet selon la
revendication 24, caractérisé en ce que 1’objet est compris dans le groupe d’objet
constitué d’une ceuvre d’art, de piéces téchniques de haute valeur ajoutée, d’objets
manufacturés.

26. Procédé de marquage d’une composition liquide caractérisé en ce que

T’on incorpore dans ladite composition un mélange de n microparticules ou

nanoparticules selon 1’une des revendications 1 & 8 ou obtenu par un procédé selon I’une
des revendications 8 & 19, en particulier ladite composition étant choisie parmi une
encre, un liquide injectable ou une solution nutritive. |

27. Procédé de diagnostic, notamment de pathologie ou d’un stade
d’avancement ou de régression d’une pathologie, a partir d’un échantillon biologique
échantillon, caractérisé en ce qu’il met en ceuvre une étape dans 1aqﬁelle'-on met en
contact un mélange de n microparticules ou nanoparticules selon I'une des
revendications 1 a 8 ou obtenu par un procédé selon 1'une des revendications 8 a 19,
avec ledit eéchantillon, et en ce que ’on observe ou analyse le‘-spectre de fluorescence
émis par 1’échantillon ainsi marqué, en particulier au niveau de certains éléments de
I’échantillon, de préférence a partir d’une biopsie.

28. Procédé d’authentification d’un échantillon ou d’un objet susceptible
d’avoir €té marqué par un mélange ou combinaison particuliére de n microparticules ou
nanoparticules selon 1’une des revendications 1 a 8 ou obtenu par un procédé selon I’une
des revendications 8 a 19,, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

- ’observation ou analyse du spectre de fluorescence émis par I’échantillon ou
1’objet susceptible d’étre ainsi marqué ; et

- la comparaison du spectre ainsi obtenu avec le spectre de fluorescence
spécifique associé a ce mélange ou combinaison,

- Péchantillon ou l’objet étant déterminé comme authentique si. les deux
spectres ainsi comparés sont identiques.

29. Objet ou liquide caractérisé en ce qu’il est marqué par un mélange ou

combinaison spécifique de n structures assemblées ou n microparticules ou
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nanoparticules selon 1’une des revendications 1 a 8 ou obtenu par un procédé selon ’une
des revendications 8 & 19.

30. Utilisation d’'un mélange ou combinaison spécifique de n microparticules
ou nanoparticules selon I'une des revendications 1 & 8 ou obtenu par un procédé selon
I’une des revendications 8 a 19, comme biomarqueur, pour 1’analyse protéomique,
’analyse génomique, diagnostic en chimie de synthése, le diagnostic environnemental,
la tracabilité ou I’authentification d’objet, ou pour la lutte contre la contrefagon.

31.  Procedé d’analyse ou de détection de la présence d’au moins un mélange
de n microparficules ou nanoparticules selon 1’'une des revendications 1 a 8 ou obtenu
par un procédé selon I'une des revendications 8 a 19, caractérisé en ce qu’il met en
ceuvre une lecture du spectre de fluorescence résultant de la séparation de la phase
hydrophobe et hydrophile de la particule par microscopie confocale laser afin de

permettre I'identification de chaque composante spectrale de ces deux phases, ces

“spectres de fluorescence de chacune des composantes étant spécifique de la particule

analysée.
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