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CONCEPTION ET SYNTHESE DE NOUVELLES SONDES
CIBLEES POUR L’ IMAGERIE MOLECULAIRE

Résumé :

Le développement d’une médecine personnalisée nécessite la mise au point de sondes

permettant la détection des marqueurs d’une pathologie au stade le plus précoce possible.

Ce mémoire décrit la synthése et 1’évaluation de sondes ciblées permettant de réaliser
des images en IRM ou en scintigraphie. Ces sondes sont construites par fonctionnalisation
d’un chassis moléculaire préparé par une réaction a trois composants. La propargylamine
résultante posseéde plusieurs points d’ancrage pour introduire les ligands destinés au ciblage
et deux groupes chélatants pour I’imagerie. Ce chassis posséde aussi en position terminale un
groupement réactif pour le fixer sur des petites molécules polyfonctionnelles, des dendrimeéres
ou des protéines.

Une technique de criblage a flux rapide, basée sur l'utilisation des puces a petites
molécules, a été utilisée pour la détection des ligands. Les molécules déposées sur la puce
proviennent soit des C-glycosides complexes préparés selon le concept de la synthése orientée
vers la diversité, soit de la chimiothéque du laboratoire. Ces puces ont permis 1'identification
de ligands de plusieurs protéines comme la protéine VPR de la capside du virus du sida. Un
criblage secondaire par RMN a confirmé l'interaction protéine-petite molécule. Les sondes
portant un flavonoide pour cibler les cellules tumorales de 1’endothélium ont été traitées par
une solution de sel de gadolinium puis leurs propriétés ont été¢ évaluées par IRM. Les
premiers résultats indiquent que ces composés offrent un contraste de 2 a 4 fois supérieurs
aux agents de contraste usuellement utilisés. Leur évaluation biologique sera réalisée

prochainement.

Mots clés : réaction a composants multiples, cycloaddition d’Huisgen, propargylamine, synthése
orientée vers la diversité, macrocycles polyaminocarboxylates, C-glycoside, support fluoré, imagerie
moléculaire, agent de contraste, génétique chimique inverse, criblage, protéine fluorescente



DESIGN AND SYNTHESIS OF NEW TARGETED
PROBES FOR MOLECULAR IMAGING

Abstract :

Advance in personalized medicine requires probes development for the detection of

pathology markers at the earliest possible stage.

This thesis describes the synthesis and the evaluation of targeted probes to produce
images in MRI or scintigraphy. These probes are constructed by functionalizing a molecular
scaffold prepared by a three-component reaction. The resulting propargylamine has the
necessary structure to introduce targeting ligands and two chelating agents for imaging. It also
has a group in the terminal position to connect it on structures like small polyfunctional

molecules, dendrimers or proteins.

A high throughput screening technique based on small molecule microarrays was used
for the detection of ligands. Molecules spotted on the chip came from either complex C-
glycosides prepared according to the concept of diversity-oriented synthesis or from the
laboratory chemical library. These microarrays have enable ligand identification for several
proteins such as Vpr a protein from the capsid of AIDS virus. A secondary screening by NMR
confirmed the interaction between protein and small molecules. Probes carrying a flavonoid
for targeting tumor endothelial cells were treated with a gadolinium salt solution and MRI
evaluated their properties. Initial results indicated that these compounds does offer of two to
four folds contrast than the contrast agents usually used. Their biological evaluation will be

conducted soon.

Keywords : multicomponent reaction, Huisgen cycloaddition, propargylamine, polyaminocarboxylate
macrocycle, C-glycoside, fluorous tag, molecular imaging, contrast agent, reverse chemical genetic,
screening, fluorescent protein
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IR
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Introduction

Au cours des années 2000, un effort international a abouti au séquengage du génome
humain. Il permet aujourd’hui d’envisager un grand nombre d’applications médicales
innovantes. Parmi ces applications une des plus importantes, la médecine personnalisée’
représente un enjeu majeur pour les 20 prochaines années. Celle-ci a pour objectif
d’administrer le traitement le plus adéquat pour chaque pathologie en fonction du patrimoine
génétique du patient.

Le développement de la médecine personnalisée passe par celui de tests diagnostiques
et pronostiques utilisant des biomarqueurs moléculaires et/ou cellulaires. Ces
biomarqueurs sont des outils essentiels pour évaluer la progression de la pathologie.
L’utilisation de ces biomarqueurs en médecine personnalisée permet d’obtenir des résultats
plus efficaces pour chaque traitement.

Parallélement au développement de la médecine personnalisée, les diverses
techniques d’imagerie non invasives sont devenues des outils majeurs pour la clinique,
notamment en cancérologie. La connaissance du fonctionnement moléculaire des cellules et
des tissus a augmenté significativement au cours de ces derni¢res décennies. L.a combinaison
de ces deux avancées a conduit au développement d’une nouvelle discipline, I’'imagerie
moléculaire. Cette nouvelle discipline est vite apparue comme indispensable a la médecine
personnalisée, car elle permet de visualiser les molécules présentes a I’intérieur des cellules et
de comprendre leur role dans le fonctionnement cellulaire, jusqu’au niveau du génome. Dans
ce dessein, elle a recours a la fois aux techniques d’imagerie et a des sondes spécifiques de
toutes sortes de cibles.

La combinaison de plusieurs modalités d’imagerie constitue une stratégie d’avenir.
L’une d’entre elles, I’'IRM, permet de caractériser un tissu pathologique au niveau tissulaire,
cellulaire et subcellulaire, de réaliser un suivi dans le temps d’une pathologie et d’étudier
I’efficacité d’un traitement afin d’établir des stratégies thérapeutiques. L’IRM fournit des
images 3D des tissus biologiques d’une qualité exceptionnelle en termes de résolution et de
contraste grace a l’utilisation d’ions paramagnétiques chélatés et vectorisés. L’imagerie
multimodale basée d’une part sur I’IRM ou la scintigraphie avec I'utilisation de complexes de
sel métallique et d’autre part sur des méthodes optiques permet d’allier les avantages
inhérents des unes et des autres : ceci permet d’améliorer I’interprétation des images par

comparaison. Les propriétés recherchées de ces agents d’imagerie moléculaire sont : (i) leur

! (a) D. Gurwitz, G. Livshits, Personalized medecine Europe : health, genes and society, European Journal of
Human Genetics, 2006, 14, 376-380 ; (b) K. K. Jain, From molecular diagnostics to personalized medecine,
Expert review of molecular diagnostics, 2002, 2, 299-301 ; (c) J. H. Thrall, Personalised medecines : hopes and
realities, Radiology, 2004, 231, 613-616
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efficacité en tant qu’agent de contraste (ii) leur efficacité a atteindre la cible biologique et a
s’accumuler en quantité détectable (iii) leur absence de toxicité.
Les agents d’imagerie moléculaire ciblants résultent de la combinaison :
» d’un groupe ciblant (un anticorps, un peptide’ ou un sucre’ ou encore un
ligand comme celui du récepteur périphérique des benzodiazépines® (PBR)) ;
* et d’'un groupement pour la détection (un fluorophore, un radioisotope, 1’ion
Gd*"..).
La potentialité de cette stratégie est mise en évidence par I’exemple récent de la
cartographie des intégrines a I’aide d’agents liposomiaux bimodaux chez des souris greffées

avece unc tumeur.5

La génétique chimique utilise la chimie comme un outil pour comprendre et explorer
le vivant. Dans cette approche, des petites molécules de structures diverses sont synthétisées
pour identifier les protéines-clés impliquées dans les processus cellulaires fondamentaux et
comprendre au niveau moléculaire comment ces protéines exécutent leurs fonctions
biologiques. La génétique chimique peut étre divisée en deux catégories (Figure 1). La

premiére est la génétique chimique directe qui utilise des petites molécules (les "mutations")

pour identifier 1'effet phénotypique recherché sur un systéme biologique étudi¢. Une fois
qu’une petite molécule a été identifiée, la protéine que la petite molécule module doit étre

identifiée. La seconde est la génétique chimique inverse qui implique l'utilisation de petites

molécules pour cribler une protéine d'intérét. Une fois qu’un ligand a été identifié, cette petite

molécule est étudiée pour déterminer 1'effet phénotypique di a I’addition de ce modulateur.

2 H. R. Wolfe, M. Mendizabal, E. Lleong, A. Cuthbertson, V. desai, S. Pullan, D. K. Fujii, M. Morrison, R.
Pither, S. A. Waldman, In Vivo Imaging of Human Colon Cancer Xenografts in Immunodeficient Mice Using a
Guanylyl Cyclase C—Specific Ligand, J. Nuclear Med., 2002, 18, 321-325

G. A. Lemieux, K. J. Yarema, C. L. Jacobs, C. R. Bertozzi, Exploiting Differences in Sialoside Expression for
Selective Targeting of MRI Contrast Reagents J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 4278-4279
‘A P. Kozikowski, M. Kotoula, D. W. Ma, N. Boujrad, W. Tuckmantel, V. Papadopoulos, Synthesis and
Biology of a 7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl Derivative of 2-Phenylindole-3-acetamide: A Fluorescent Probe
for the Peripheral-Type Benzodiazepine Receptor, J. Med. Chem., 1997, 40, 2435-2439
5 (a) W. J. Mulder J, Strijkers GJ, Habets JW, Bleeker EJ, van der Schaft DW, Storm G, Koning GA, Griffioen
AW, Nicolay K. MR molecular imaging and fluorescence microscopy for identification of activated tumor
endothelium using a bimodal lipidic nanoparticle, FASEB J., 2005, 19, 2008-2010 ; (b) W. J. M. Mulder, K.
Castermans, J. R van Beijnum, M. G. A oude Egbrink, P. T. K. Chin, Z. A. Fayad, C. W. G ; M ; Lowik, E. L.
Kaijzel, I. Que, G. Storm, G. J. Strijkers, A. W. Griffioen, K. Nicolay, Molecular imaging of tumor angiogenesis
using avp3-integrin targeted multimodal quantum dots, Angiogenesis, 2009, 12, 17-24
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Figure 1 : Génétique chimique6

Ainsi, la génétique chimique dans le sens direct va du phénotype aux protéines et en
sens inverse, elle va de la protéine au phénotype. Les molécules organiques capables
d’interagir avec une protéine en perturbant, de maniere différentielle, ses diverses fonctions et
permettant ainsi de comprendre son rdle sont qualifiées de molécules "bioactives".

L'identification de tels composés requiert le criblage d'un grand nombre de petites molécules.

Celles-ci sont préparées suivant la synthése orientée vers la diversité (SOD).
Contrairement a la syntheése orientée vers une cible biologique (Targeted oriented synthesis
TOS), la synthése orientée vers la diversité a pour but la préparation de chimiothéques
capables de trouver des ligands sur le plus grand nombre de protéines possibles. Pour
atteindre cet objectif, il est nécessaire de créer des collections de composés présentant un
maximum de diversité structurale (Figure 2). La diversité accroit la probabilité de trouver un

ligand pour le plus grand nombre possible de protéines.

S H. E. Blackwell, Y. Zhao, Chemical Genetic Approaches to Plant Biology, Plant Physiology, 2003, 133, 448-
455

7'S. L. Schreiber, Target-oriented and diversity-oriented organic synthesis in drug discovery, Science, 2000, 287,
1964-9
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Figure 2 : Population de molécules issues de la SOD dans [’espace chimique8

Les banques préparées selon cette méthode consistent en un ensemble de molécules
tridimensionnelles qui possédent de multiples centres asymétriques et qui ressemblent aux
produits naturels.” Le concept de la SOD est basé sur 'utilisation de séquences réactionnelles
courtes afin de générer en peu de temps des chimiothéques présentant des structures diverses
et complexes tout a la fois.

Les réactions a composants multiples (RCM), qui visent a synthétiser des produits
hautement fonctionnalisés, s’inscrivent précisément dans ce contexte. En effet, elles sont
économes en atomes et faciles a mettre en ceuvre, donc facilement automatisables. Les
réactifs mis en jeu "one-pot", sont assemblés par création de plusieurs liaisons carbone-
carbone ou carbone-hétéroatome suivant un schéma réactionnel bien précis. Les divers
exemples de condensation a composants multiples reportés dans la littérature font des RCM
de bons modéles de réactions complexes pour la SOD. Elles constituent une approche
synthétique attractive qui a largement contribué au développement de la génétique

chimique.'®

M. D. Burke, S. L. Schreiber, A planning strategy for diversity-oriented synthesis, Angew. Chem. Int. Ed.,
2004, 43, 46-58

’F.E. Koehn, G. T. Carter, The evolving role of natural porducts in drug discovery, Nature Reviews, 2005, 4,
206-220

10 (a) M. Syamala M, Org Prep Proceed Int, 2009, 41,1 (b) J. D. Sunderhaus, S. F. Martin, Applications of
Multicomponent Reactions to the Synthesis of Diverse Heterocyclic Scaffolds ,Chem. Eur. J., 2009, 15, 1300
(c) J. Biggs-Houck, A. Younai, J. T. Shaw, Recent advances in multicomponent reactions for diversity-oriented
synthesis, Curr. Opin. Chem. Biol., 2010, 14, 371 (d) J. Wei, J. T. Shaw, Diastereoselective Synthesis of -
Lactams by a One-Pot, Four-Component Reaction, Org. Lett., 2007, 9, 4077
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C’est donc dans cet axe général que se situe le travail décrit dans ce mémoire. Nous
avons pour objectif de concevoir et d’étudier de nouveaux complexes d’imagerie
moléculaire possédant un caractére bifonctionnel. Ils devront allier une fonction de ciblage
et un groupe complexant les dérivés métalliques (Gd, Tc, Ln ,Lu...) pour la détection (IRM,
imagerie optique, scintigraphie...). Nous développerons aussi des sondes bimodales pour
I’IRM et I’imagerie optique avec des applications dans le proche infrarouge. Afin de répondre
aux besoins inhérents de 1’obtention de sondes ciblantes, c’est-a-dire possédant un ligand
capable de cibler une protéine d’intérét, nous rechercherons des ligands originaux en criblant
une chimiothéque de petites molécules aux structures diversifiées explorant des parties peu
peuplées de I’espace chimique. Ce travail se découpe en 3 parties : la synthése d’une
chimiothéque de petites molécules, le criblage de cette dernicre, la conception et 1’évaluation

de nouveaux agents d’imagerie moléculaire.

Nous nous sommes basés sur le concept de la SOD pour générer une collection de
molécules et plus précisément sur une stratégie appelée « Build-Couple-Pair »'' (Figure 38).
Cette stratégie est innovante car elle permet d’anticiper les problémes pouvant survenir a
chaque étape du développement pharmaceutique d’un médicament (criblage de milliers de
composés de structures diverses, optimisation des propriétés biologiques du composé
«lead », synthése d’analogues, synthése du composé optimal a bas prix et en grande
quantité¢). Son secret repose sur un schéma réactionnel modulable de SOD, plusieurs
modifications peuvent étre faites pour chaque squelette en utilisant différentes variantes de
réactifs a la premiére étape. Ainsi, la synthése comporte seulement un petit nombre d’étapes

qui pourra étre adaptée facilement a la synthese a grande échelle.

r Kr ) A )

v - N .
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Figure 3 : Génération de diversité stéréochimique par la stratégie « Build/Couple/Pair »

i S. L. Schreiber, Molecular diversity by design, Nature, 2009, 458, 153-154; D. Morton, S. Leach, C.
Cordier, S. Warriner and A. Nelson, Synthesis of natural-product-like molecules with over eighty distinct
scaffolds, Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 104-109
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La structure commune choisie est basée sur un sucre tridimensionnel le « C-
glycoside » (Schéma 1, structure I) portant une propargylamine sur 1’aglycone (Schéma 1,
structure II). Elle est obtenue par une réaction a 3 composants entre un aldéhyde, un alcyne et
une amine. Afin de faciliter I’obtention de cette chimiothéque, toutes ces synthéses sont
réalisées sur lipide fluoré. Cette approche a deux avantages :

* la chaine polyfluorocarbonée est inerte chimiquement et compatible avec un grand
nombre de groupements fonctionnels ;

e [utilisation d’une étiquette fluorée permet de faire de la synthése en parall¢le en
solution et de purifier les produits par des méthodes classiques telles que
I’extraction liquide-liquide fluoré ou I’extraction solide fluoré/liquide."?

A partir de ce synthon, on peut envisager la formation de composés polycycliques complexes
par des réactions de cycloaddition d’Huisgen (chimie click — structure IIT) ce qui nous

permettra d’augmenter la diversité structurale de notre chimiothéque.
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Schéma 1 : Préparation d’une librairie de petites molécules fluorées a partir d 'une propargylamine

L’identification de nouveaux modulateurs d’activité de systéme biologique
constitue le 2°™ objectif de cette thése. Afin d’évaluer rapidement et efficacement les
activités biologiques de notre banque de molécules et de découvrir des petites molécules
capables de moduler la fonction des protéines, la méthode de criblage développée repose sur
la préparation de puces a petites molécules. Notre chimiothéque est fixée par
I’intermédiaire d’une liaison covalente sur des lames de verre fonctionnalisées ou par des

interactions Fluor/Fluor (Figure 4). L’avantage de cette méthode par rapport aux techniques

PRL Nicholson, M. L. Ladlow, D. R. Spring, Fluorous tagged small molecule microarrays, Chem. Commun,
2007, DOI 10.1039/b712906h

18



Introduction

de criblage classique est la possibilité de cribler un grand nombre de systémes protéiques avec
la méme puce a petites molécules. La banque miniaturisée, comprenant généralement entre
10% et 10" molécules est ensuite incubée avec une protéine d’intérét marquée par un agent
fluorescent de type Cyanine 5. L’incubation de ces puces avec des protéines fluorescentes
d’intérét permettra d’identifier des ligands originaux qui seront couplés aux agents

d’imagerie décrits ci-dessous.

Chimiotheques

~ " Purification des
AN protéines

et marquage

enCy5,
Cy5s ¥

A

Protéines-cibles avec marquage fluorescent

Incubation et lecture \ P

Figure 4 : Principe du criblage sur puces a petites molécules

La synthése des sondes bimodales et bifonctionnelles constitue la dernicre partie de
ces travaux de recherche. La structure des agents de contraste repose sur un squelette
propargylamine obtenu a partir d’une réaction a 3 composants. Nous avons développé un
modele a partir d’'un aldéhyde polyfonctionnel qui nous permettra d’obtenir en une seule
étape le squelette 2 offrant plusieurs points d’ancrage pour permettre le couplage (Schéma 2) :

- de cages complexantes (par couplage peptidique — molécule 3) ;

- de sondes optiques, fluorescant dans le proche IR, dérivées par un groupement

azoture (greffage par chimie clic — molécule 4) ;

- de tout ligand d’intérét comme du galactose, des flavonoides ou des ligands

originaux obtenus par la technique de criblage sur puces a petites molécules (greffage

par chimie clic — molécule 4).
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Schéma 2 : Schéma réactionnel des agents de contraste multimodaux et bifonctionnel

La partie introductive de ce manuscrit explique dans un premier temps les principes de

I’imagerie moléculaire et illustre, en quelques exemples récents, ses domaines d’application.

Dans un second temps, elle présente les bases de ce nouveau concept qu’est la génétique

chimique par D’illustration d’applications de cette technique. Dans un troisiéme temps, elle

expose les différentes facons d’obtenir une chimiothéque et de la cribler. Nous développons,

dans le chapitre II, les stratégies permettant d’accéder a la libraire de C-glycosides fluorées.

Le chapitre III est, quant a lui, consacré a la mise au point du criblage sur puces a petites

molécules. Enfin, le 4™ chapitre de ce mémoire est consacré a la synthése et a I’évaluation

de nouveaux complexes d’imagerie moléculaire.
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Les agents de contraste et leur chimie

La médecine personnalisée’ est aujourd’hui un enjeu majeur pour la recherche
médicale. En effet, grice au développement de nouveaux outils d’analyse plus sensibles,
rapides et fiables et a la connaissance précise du génome, nous avons encore davantage pris
conscience que chaque individu est unique et qu’il a besoin d’un traitement individualisé,

adapté a son propre organisme, en fonction de son age et de son environnement.

Les tests diagnostiques et pronostiques utilisant des biomarqueurs moléculaires et/ou
cellulaires occuperont une place centrale dans le systétme de soin et devraient devenir
incontournables dans les prochaines années pour réduire les dépenses de santé qui ont
tendance a croitre en particulier avec 1’émergence des traitements colteux. De part sa
définition, un biomarqueur est un élément clé pour diagnostiquer une pathologie, déterminer
son niveau de progression et évaluer le ratio efficacité/toxicité des traitements. La médecine
personnalisée utilisant ces biomarqueurs rechercher un traitement adapté a chaque personne, a
la bonne dose et au bon moment. Pour cela, il faut pouvoir associer des tests diagnostiques a
chaque stratégie thérapeutique. Au cours des développements de ces derniéres stratégies
thérapeutiques, ces tests ont pour objectif majeur de rendre le traitement plus efficace en
ciblant la population susceptible de répondre positivement au traitement. Autre effet
bénéfique, en ciblant la bonne population, il sera possible de diminuer la dose efficace,
améliorant encore le rapport efficacité/toxicité du traitement. D’ailleurs, un premier

médicament issu de la médecine personnalisée, 1’ Herceptin, est actuellement sur le marché.

Ce médicament cible une protéine, HER2, surexprimée dans 25 a 30 % des cancers du sein. '

Parallélement au développement de la médecine personnalisée, il est important de
noter celui des techniques d’imagerie non invasives. Les plus fréquentes sont basées sur
I’utilisation des rayons X, ultrasons et champs magnétiques (en particulier I’Imagerie par
Résonance Magnétique, I’'IRM). Ces techniques d’imagerie appliquées au domaine médical
ont révolutionné la détection de disfonctionnements du corps humain. La visualisation des
organes, sans nécessiter de gestes chirurgicaux ou de rayonnement ionisant, a constitué un
progres considérable pour le diagnostic. Depuis les premicres images obtenues par IRM en

1973, son utilisation s’est développée au point de devenir routiniére.

Bp R Reilly, Personalized medicine and pharmacogenetics : new tools for disease management, Disease
Management, 2002, 5, 69-75
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La connaissance des événements moléculaires intrinseques au fonctionnement normal
des cellules et des tissus ont augmenté significativement au cours de ces derni¢res décennies.
En méme temps, les avancées technologiques de I’instrumentation ont permis de grandes
améliorations dans la qualité des images radiologiques. La combinaison de ces deux avancées
en collaboration avec la créativité des chimistes a conduit au développement d’une nouvelle
discipline, I’imagerie moléculaire. Cette nouvelle discipline est vite apparue comme
indispensable a la médecine personnalisée. Car au-dela de la structure des organes et des
tissus, elle permet de visualiser les molécules présentes a l’intérieur des cellules et de
comprendre leur role dans le fonctionnement cellulaire, jusqu’au niveau du génome. Pour
ceci, elle a recours a la fois aux techniques d’imagerie et a des radiomarqueurs moléculaire ou

des sondes spécifiques de toutes sortes de cibles.

La médecine personnalisée s’appuyant sur 1’imagerie moléculaire et le développement
de nouveaux biomarqueurs permet d’assurer une meilleure prise en charge de la maladie dont
souffre un patient. Elle vise I’atteinte de résultats médicaux optimaux en aidant les médecins
et les patients a choisir, parmi les diverses options thérapeutiques, celles qui seront

susceptibles de donner les meilleurs résultats selon le profil génétique du patient.
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l. Imagerie moléculaire

Issue, 4 lorigine, de techniques d’imagerie de 1’expression génique,'* la notion
d’imagerie moléculaire'® s’est vite généralisée & 1’imagerie non invasive in vivo de processus
moléculaires. L’imagerie moléculaire permet d’identifier des processus moléculaires et
cellulaires in vivo en réalisant une détection anatomique du lieu d’interaction entre des
molécules spécifiques et un tissu vivant. Elle permet ainsi de visualiser le composant ou le

’ . ’ . .1
mécanisme moléculaire responsable de la maladie.'®

On peut donc regrouper, sous le concept d’imagerie moléculaire, différentes
techniques qui mettent en relief des biomarqueurs des activités cellulaires ou tissulaires, au
moyen de véritables vecteurs « modificateurs d’images ». Ces vecteurs agissent par
interaction locale avec des cibles « moléculaires » en altérant par exemple 1’image dans la
zone ciblée ou en révélant I’expression de geénes fonctionnels ou thérapeutiques. Mais ils
interagissent également avec des voies métaboliques en reflétant leur fonctionnement normal
ou pathologique, ouvrant ainsi la voie de la détection et/ou du traitement précoce de certaines

maladies.

Ce type d’imagerie moléculaire concerne donc en pratique autant les approches par
RMN (IRM, Spectroscopie de résonance magnétique) et optique (infrarouge, fluorescence)
que nucléaires (Tomographie d’Emission Monophotonique, Tomographie d’Emission de
Positons, auto-radiographie). Il reste que, chez I’homme, ce sont les techniques nucléaires qui,
avec leur sensibilité proche de la femtomole et leur bonne résolution temporelle, sont de loin
les mieux adaptées. Elles sont, de ce fait, trés employées en imagerie moléculaire du petit
animal et humaine. L’imagerie optique est quant a elle d’avantage destinée a I’exploration «
de surface », sur cellules ou petit animal. Elle permet par exemple de vérifier, sans pratiquer

de biopsie ni tuer I’animal, si un médicament anti-cancéreux se fixe ou non sur une tumeur.

4 AF. Chatziioannou, et al., Molecular imaging of small animals with dedicated PET tomographs. Eur J Nucl
Med Mol Imaging, 2002, 29, 98-114

5 M. Zanca, Les techniques d’imagerie moléculaire et métabolique en imagerie par résonance magnétique
nucléaire, Médecine Nucléaire, 2007, 31, 173-182

% aMm. Lanza, R. Lamerichs, S. Caruthers, SA. Wickline, Molecular Imagingin MR with targeted paramagnetic
nanoparticles, Medicamundi, 2003, 47, 34-9
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Chapitre 1

Quant a la RMN, elle contribue aux avancées dans le domaine grace a sa capacité a fournir

conjointement des informations anatomiques, fonctionnelles et métaboliques.

Tous les agents utilisés pour I’imagerie moléculaire quelque soit la modalité de
détection répondent aux mémes exigences. Chaque agent doit avoir un composant ciblant qui
lui permette d’étre localisé dans les tissus cibles et un composant qui lui permette d’étre
détecté par une source extérieure .

Il existe 3 types d’agents d’imagerie moléculaire (Figure 5)'" :

a. Agent Bound to b. Agent Accumulated c. Agent Converted to

Target Molecule by Target Molecule Detectable Form by Target

Low sensitivity, Activity Enzyme Activity

high background noise High sensitivity, significant High sensitivity, minimal
background noise background noise

Locate proteins Locate proteins, Locate proteins
determine structure determine function determine function

Figure 5 : Classes des agents d’imagerie moléculaire

» les agents de contraste se liant directement a la molécule cible ;

» ceux s’accumulant par le biais de I’activité enzymatique ou moléculaire de la cible ;

» ceux dépendant de I’activité enzymatique, on parle alors d’agents « intelligents ». Par
exemple, certains agents d’imagerie moléculaire sont activés par des protéases qui
clivent spécifiquement des peptides, relarguant des composés fluorescents qui sont

.. . 1
visibles dans le proche infrarouge.'®

Comme cela a été décrit précédemment, les premiers agents d’imagerie moléculaire
ont ét¢ développés pour la tomographie d'émission monophotonique (TEMP), dite aussi
SPECT (de l'anglais Single Photon Emission Computed Tomography), et la tomographie
d’émission de positons (TEP).

La TEMP est une technique d'imagerie médicale nucléaire tomographique basée sur la

scintigraphie qui consiste a injecter un radiotraceur dont on connait le comportement et les

7). C. Miller, J. H. Thrall, Clinical Molecular Imaging, J. Am. Coll. Radiol, 2004, 1, 4-23

18 (a) V. Ntziachristos, CH. Tung, C. Bremer, R. Weissleder, Fluorescence molecular tomography resolves
protease activity in vivo, Nature Med., 2002, 8, 757-760 ; (b) U. Mahmood, CH. Tung, A. Bogdanov, R.
Weissleder, Near infrared optical imaging of protease activity for cancer detection, Radiology, 1999, 213, 866-
870
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propriétés biologiques pour obtenir une image du fonctionnement d'un organe en trois
dimensions au moyen d'un ensemble de gamma caméras qui tournent autour du patient. Les
radiopharmaceutiques longtemps utilisés comme agent d’imagerie moléculaire sont des
radionucléides émetteurs de rayons gamma, comme le '*’I ou le *”™Tc'” qui ont des temps de
demi-vie compris entre 6 et 8 h. Ces radionucléides ont été incorporés a beaucoup d’agents
pour différentes maladies, comme le cancer ou le suivi de thérapie génique, ainsi que pour le
traitement de troubles hépatiques ou encore d’infections.*

Traitement des troubles hépatiques

I . . 21 ,
L’utilisation de nanoparticules® complexées avec du >°™

Tc en tant que sonde pour
I’imagerie des hépatocytes a été développée afin d’optimiser les traitements médicaux des
troubles hépatiques. Ces nanoparticules (Figure 6) sont construites a partir d’une chaine
fluorée, d’un sucré dérivé de 1’acide lactobionique et d’un chélatant dérivé du DTPA (acide

diéthylénetriaminepentaacétique) pour complexer le **™Tec.
OH
oH O é"_?:\)l-” i CioF2
Hoé:\,o OH NrtLu/v
OH ‘)/
PNTO HO{

{N\/\Nf\,N

o oo

4
CyoF3-Gal-DTPA

Figure 6 : Carbohydrate perfluoroalkylé C;oF;;-Gal-DTPA
La scintigraphie a permis de montrer que l’accumulation dans le foie de ces
nanoparticules marquées (Figure 7) et leur interaction avec les récepteurs des

asialoglycoprotéines leur conferent une fonction de ciblage du foie via les hépatocytes.
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Figure 7 : Biodistribution des nanoparticules marquées *"Tc chez le rat, Image scintigraphique (50 um)”!

" Liu Shuang, Chakraborty Sudipta, 99mTc-centered one-pot synthesis for preparation of 99mTc radiotracers ,
Dalton Transactions, 2011, 40, 6077-6086

*»C. M. F. Gomes, A. J. Abrunhosa, E. K. J. Pauwels, Molecular imaging with SPECT and PET in exploratory
investigational new drug studies, Drugs of the Future, 2011, 36, 69-77

2. Richard, P. Chaumet-Riffaud, A. Belland, A. Parat, C. Contino-Pepin, M. Bessodes, D. Scherman, B.
Pucci, N. Mignet, Amphiphilic perfluoroalkyl carbohydrates as new tools for liver imaging, International
Journal of Pharmaceutics, 2009, 379, 310-308
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Chapitre 1

Traitement d’une infection pulmonaire

L'Aspergillose bronchopulmonaire, infection parasitaire pulmonaire, est une des
principales causes d’infection associée a la mort des patients immunodéprimés. Une détection
et une administration plus rapides d’un antifongique permettraient d’améliorer 1’état de ces
patients. L’équipe de Chun Li a montré que I’utilisation d’un peptide cyclique marqué par
111

In (Figure 8) permettait de cibler [’Aspergillus fumigatus, responsable de 1’aspergillose et

de délimiter la zone infectieuse (Figure 9).*

Gl Leu Pro
Gly” y\Ar/g ~Gly ‘The 10 min
Z A ~ NH o)
I .
o~ \T/ s—s T/ L 255
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Figure 8 : Structure du peptide cyclique marqué "' In-DTPA-
¢(CGGRLGPFC)-NH,

Figure 9 : Images de y-scintigraphie d’une souris infectée, une souris co- "
injectée avec un peptide non marqué et d'une souris saine. Acquisitions (4) a 10 Infected  Blocking Healthy
min et (B) a 2h aprés 'injection de '''In-DTPA-c(CGGRLGPFC)-NH,. Les Mouse
cercles indiquent la zone des poumons
En TEP, on utilise des radiopharmaceutiques (carbone, fluor, azote, oxygene...)
émetteurs de positons. Ceux-ci donnent naissance a une paire de photons émis a 180° et il est
possible de localiser I'émission grace a leur détection simultanée. Le radionucléide émetteur
de positons '°F a été incorporé 4 de nombreux agents d’imagerie moléculaire pour la TEP. Le
e , e 1 r 18 .
plus utilisé est un dérivé de glucose, le 2-['*F]fluoro-2-déoxy-D-glucose (['*F]-FDG) qui est
véhiculé dans les cellules par des transporteurs de glucose puis phosphorylé en FDG-6-P par

hexokinase.”® Le FDG est communément utilisé pour suivre la cinétique de glycolyse dans les

. . . 24
maladies du cerveau et du cosur, mais aussi le cancer™".

27. Yang, D. P. Kontoyiannis, X. Wen, C. Xiong, R. Zhang, N. D. Albert, C. Li, Gamma scintigraphy imaging
of murine invasive pulmonary aspergillosis with a '''In-labeled cyclic peptide, Nuclear Medicine and Biology,
2009, 36, 259-266

> M. E. Phelps, Positron emission tomography provides molecular imaging of biological processes, Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 2000, 97, 9226-9233

HA. Moller, A. Loft, A. Berthelsen, P. Damgaard, J. Graff, C. Christensen, K. Perell, B. Petersen, G. Daugaard,
18F-FDG PET/CT as a diagnostic tool in patients with extracervical carcinoma of unknown primary site: a
literature review, The oncologist, 2011, 16, 445-451
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2.[F-18]Fluoro-2-Deoxy-D-Glucose
(FDG)

CH.OH

o 511 keV photon

. ~ 3 ~
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Figure 10 : Principes du TEP : Injection en intraveineuse de [*F]-FDG, distribution et détection™

L’imagerie optique est trés utilisée comme technique d’imagerie cellulaire et
moléculaire, car elle permet de détecter des interactions protéine-protéine, de suivre la
régulation des génes en analysant la propagation de radiations non-ionisantes (infrarouge
proche) a travers les tissus.”> L’utilisation de sondes optiques fluoresgant dans 1’infrarouge
proche permet d’améliorer la pénétration des photons a travers les tissus et de minimiser les
effets d’autofluorescence des tissus.”® Il existe deux types de sondes d’imagerie optique soit
des petites molécules couplées a un fluorochrome soit des sondes subissant [’activité

enzymatique de la cible pour étre fluorescent.

Les agents d’imagerie optique obtenus par couplage

L’équipe de Weissleder’” a développé en 2002 un agent d’imagerie émettant dans
I’infrarouge proche ciblant les récepteurs au folate qui sont surexprimés dans de nombreux
types de cancer et en particulier le cancer ovarien. Ce chromophore ciblant a été obtenu apres
couplage peptidique entre un bras espaceur amino couplé a 1’acide folique et le fluorochrome

NIR2 (Aex=665 nm / Aen=686 nm) (Schéma 3).

** Luo Shenglin, Zhang Erlong, Su Yongping, Cheng Tianmin, Shi Chunmeng, A review of NIR dyes in cancer
targeting and imaging, Biomaterials, 2011, 32, 7127-7138

*°S. A. Hilderbrand, R. Weissleder, Near-infrared fluorescence : application to in vivo molecular imaging, Curr.
Op. Chem. Biol., 2009, 14, 1-9

2T C-H. Tung, U. Mahmood, S. Bredow, R. Weissleder, A receptor-targeted near-infrared fluorescence probe for
in vivo tumor imaging, Cancer Res., 2000, 60, 4953-4958
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Folate

1. DCC/NHS
P~

- (-CH;0CH,CH,NH,),

(CH2)4S0yK CaHs

NIR2-folate
Schéma 3 : Synthése du conjugué NIR2-Folate

Cette équipe a montré que la visibilit¢ des tumeurs ovariennes chez la souris était
nettement améliorée aprés I’administration de cette sonde. Cette amélioration était bien
provoquée par I’accumulation du conjugué NIR2-Folate en interaction avec les récepteurs au

folate de la tumeur (Figure 11).

/-y \
N oL

Figure 11 : Images d 'une tumeur ovarienne chez une souris (4) sous lumiére
blanche (B) sous infrarouge proche (C) superposition de A et B*

Une autre approche pour I’imagerie optique ciblant les tumeurs est 'utilisation du
peptide cyclique contenant la séquence tripeptidique Arg-Gly-Asp (cRGD). Le RGD est bien
connu pour sa reconnaissance et son interaction avec les intégrines o33 surexprimées dans les
cellules endothéliales pendant I’angiogénése et dans beaucoup de cellules cancéreuses. C’est
pourquoi des sondes ont été¢ développées a partir de RAFT-c(RGDfK-)4 pour cibler dans des
modéles in vivo des tumeurs o.f; positives ou négatives.”® La petite molécule RAFT-

c(RGDfK-)4 a été marquée par de la cyanine 5 (Aex=649 nm/A.,, =670 nm). Les études in vivo

8 7_H. Jin, V. Josserand, S. Foillard, D. Boturyn, P. Dumy, M-C. Favrot, J-L. Coll, In vivo optical imaging of
intergrin o.f;3in mice using multivalent or monovalent cRGD targeting vectors, Mol. Cancer, 2007, 6, 41-49
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ont permis d’obtenir une plus grande spécificité et une meilleure définition d’image qu’en

utilisant I’analogue monomérique cRGD (Figure 12).

RAFT(cRGD), c¢cRGD

HEK293(B3)

White light Autofluorescence

Figure 12: Images de fluorescence de souris Swiss ayant des cellules HEK293 exprimant trés
fortement lintégrine a.B; aprés injection de Cy5-RAFT-¢(RGDfK-) et de Cy5-cRGD*®

Les agents d’imagerie optique obtenus par activation enzymatique

Le développement de sondes d’imagerie optique activables pour mesurer
spécifiquement les activités enzymatiques in vivo permet d’illustrer le concept d’agent
d’imagerie moléculaire. Un exemple qui a été développé par les collaborateurs de Ralph
Weissleder, permet de suivre activité enzymatique protéolytique.”” Ils ont synthétisé un
copolymeére comportant de la cyanine Cy5.5 (Aex=674 nm/Ae,,=694 nm) positionnée sur un
substrat clivable par action enzymatique de la protéase cathepsine D. Dans son état natif, la
sonde est essentiellement non fluorescente a 700 nm par quenching et est rendue fluorescente

quand la cathepsine D permet le relarguage de la Cy5.5 (Schéma 4).

a HNanlys  HNanln

J .
g”?;"? iﬁg‘if  eep ~§7§“43* ® w,i.‘”' i ;
i It ™ " P " > ™ ™

< -
b. ~l- A~ (';-N
|

.E b
N -, 3{ H
< W \(‘?‘-: \g\ uy

P

Schéma 4 : (a) Synthése de la sonde activable et (b) Activation sous l’'interaction avec CaD
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¥ CH. Tung, Y. Lin, W. K. Moon, R. Weissleder, In vivo imaging of proteolytic enzyme activity using a novel
molecular reporter, ChemBioChem, 2002, 8, 784-786
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En réalisant des injections de cette sonde sur des souris ayant des tumeurs exprimant ou non
la protéase (Figure 13), ils ont montré que le signal émis dans le proche infrarouge était
suffisant pour étre détecté et était significativement différent en comparaison avec les tumeurs
de contrdle négatif. Le développement de ce type de sonde permettrait de concevoir de
nombreuses applications cliniques dans 1’imagerie des protéases, comme la détection de
I’activité protéolytique endogene dans les maladies, de suivre I’efficacité des inhibiteurs de

protéases ou encore d’imager 1’expression des genes.

Figure 13 : Images optiques d’une
souris implantée avec une tumeur
CaD+ (fleche rouge) et une tumeur
CaD- (fleche bleue). (a) Lumiere
blanche 24h apres [’injection de la
sonde activable (b) Image a 700 nm
(c) Image avec seuillage en
couleur”

Visible light NIRF signal Threshold false color map

La résonance magnétique nucléaire est une technique en développement depuis une
cinquantaine d'années. Le phénomeéne physique a été conceptualisé en 1946 par Felix Bloch et
Edward Purcell, qui a recu le prix Nobel de physique en 1952. Cette technique a depuis été
largement utilisée par les chimistes, puis les biologistes. En 1969, Raymond Damadian pose
les premicres pierres de 1'imagerie par résonance magnétique en observant que les propriétés
magnétiques des tissus tumoraux sont différentes des tissus normaux. Il obtient des images du
thorax en 1977. Parallélement, Paul Lauterbur travaille sur le méme sujet et publie ses travaux
dans Nature en 1973. Peter Mansfield de son coté affina les méthodes permettant d'utiliser les

signaux émis par les noyaux atomiques pour former des images.

Aujourd'hui, aprés 40 ans d'évolution, I'RM est devenue une technique de
diagnostique médical qui fournit des images tridimensionnelles et en coupe de grande
précision anatomique. C’est une technique radiologique récente, non invasive et sans effets
secondaires connus, basée sur I’observation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) des

' 9 . 30 9 N\ : r . N
protons de 1'eau contenus dans I’organisme,” c’est-a-dire la réponse des noyaux soumis a un
champ magnétique extérieur et a une excitation électromagnétique. Elle permet d'obtenir des

images dans n'importe quel plan de l'espace et de localiser précisément des lésions. L'TRM

p, Stark, W. Bradley, Magnetic Resonance Imaging, 2™ ed, Vol. 1, Chapter 5, Mosby Year Book, St. Louis,
1992
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permet de discriminer les différents types de tissus mous ce qui lui confére une excellente
sensibilité de contraste. Pour se convaincre de la sensibilité de contraste de I'IRM, il suffit de
comparer des coupes de scanner et d'IRM du cerveau (Figure 14) produites par ces deux

techniques et d'observer les détails anatomiques.

Tomodensitométrie (scanner) cérébrale IRM du cerveau
Figure 14 : Comparaison d’images entre le scanner et I’IRM
En IRM, l’intensité du signal est souvent insuffisante pour permettre d’observer une
différence convenable entre les parties saines ou affectées de 1’organisme. Une facon tres
simple d’influencer le signal en IRM est d’augmenter le contraste, soit en augmentant le
temps de I’examen pour permettre d’enregistrer plus d’acquisitions si le contraste initial est

suffisant, soit en utilisant un agent de contraste spécifique ou non spécifique.

Figure 15 : Exemples de clichés IRM

Ces clichés IRM de la téte (Figure 15) d’un patient nous montre la différence entre
une IRM sans (clichés a gauche), et une IRM avec agent de contraste (clichés a droite). On
peut voir clairement la présence d’une tumeur, tache claire a la base de I’hémisphére gauche
du cerveau apres I’injection d’un agent de contraste qui s’introduit dans le tissu tumoral plus

vascularisé et perméable.
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L’IRM est une technique basée sur 1’observation de la résonance magnétique nucléaire
des noyaux des protons de I’eau. En effet, I’eau constitue environ 70 % du corps humain et le

proton 'H est naturellement abondant et trés sensible en RMN.

Le principe de la mesure de résonance magnétique nucléaire est de mettre le moment
magnétique p des noyaux H en mouvement de précession autour d'un champ By puis de
perturber ce mouvement a l'aide d'un deuxiéme champ magnétique B, appliqué pendant un
court instant. Cela dévie la trajectoire de p, mais une fois B; stoppé, il retrouve son
mouvement initial en présence de By seul (Figure 16). Ce retour a I'équilibre s'accompagne
d'une émission d'ondes électromagnétiques que I'on peut détecter : c'est le signal mesuré en
RMN et IRM. Ce retour a I’équilibre s’effectue selon un phénoméne de relaxation que 1’on

peut décomposer en deux, la relaxation longitudinale et la relaxation transversale.

temps

Figure 16 : Retour a [’équilibre sous B seul’’!

La relaxation longitudinale

Le temps que mettent les moments magnétiques nucléaires a retrouver leur alignement
longitudinal (i.e., sur la direction z) est baptis¢€ temps de relaxation longitudinale et est noté
T. Le retour de Mz a sa valeur de départ Mo suit une fonction exponentielle : Mz (t) = Mo (1
- ¢ ™). Cette relaxation longitudinale, dite relaxation "spin-réseau", correspond au retour a
I'équilibre énergétique du systéme apreés l'excitation. Elle dépend en fait de 1’agitation
moléculaire des atomes d'hydrogéne dans le tissu que I’on observe. Si l'agitation moléculaire
est trés faible, les atomes d'hydrogéne mettront du temps a revenir a I'équilibre (c'est le cas
des tissus durs comme les os). Si l'agitation des molécules d'eau est treés forte, comme c'est le

cas dans les liquides comme le liquide céphalo-rachidien, la repousse est aussi lente. Par

contre, si l'agitation est modérée (c'est-a-dire avec une constante de temps autour de la

31 Site CultureSciences — Chimie de I’ENS- http:/culturesciences.chimie.ens.fr. Article rédigé par Hagop
Demirdjian (professeur agrégé responsable du site ENS-DGESCO CultureSciences-Chimie), relu par J.-B.
Baudin (Sous-Directeur du Département de Chimie de I'ENS)
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fréquence de Larmor’?) comme dans la graisse ou dans la substance blanche, alors le temps T)
est relativement court. T, sera d'autant plus court que ces hydrogenes seront liés a de grosses
molécules.

La relaxation transversale

Ce phénomeéne apparait lorsque que les atomes ne vont pas étre dans un
environnement magnétique homogene et donc leur fréquence de Larmor va elle aussi n'étre
pas parfaitement égale a la fréquence de Larmor théorique. Par conséquent, les différents
moments magnétiques vont avoir tendance a se désynchroniser au lieu de tourner de fagon
cohérente autour de I’axe z. Cela se traduit par une diminution du signal li¢ a leur rotation
asynchrone au cours du temps, dit temps de relaxation T, (encore appelé temps de relaxation
"spin-spin"). Il s’agit du retour vers 0 de la composante transversale XY du champ M qui se
fait de maniére exponentielle Mxy (t) = Mo ¢"™. Ce temps de relaxation T, est toujours
inférieur au temps de relaxation T;. Il dépend lui aussi de la mobilité des atomes ou des
molécules sur lesquelles ces protons sont engagés et traduit 1’état de liaison des noyaux au
niveau moléculaire. Ce temps de relaxation va varier pour un tissu donné selon 1'organisation
physico-chimique de 1'eau dans ce tissu, et c'est sur ces variations que ’on s'appuie pour
détecter au sein d'un tissu les modifications liées a la présence d'une 1ésion. Voici quelques

valeurs de T; et de T, dans un champ de 1 Tesla (Tableau 1).

Tissus T, T,
Graisse 240 ms 84 ms
Muscle 730 ms 47 ms
Substance blanche 680 ms 92 ms
Substance grise 809 ms 101 ms

Tableau 1 : T; et T, de certains tissus dans un champ de 1 Tesla

Un autre paramétre intervient dans la modulation du signal RMN, il s’agit de la
concentration de I’eau dans 1’échantillon que 1’on appelle aussi densité en protons. La densité
d'hydrogene, le T; et le T, pour un tissu donné lors d'une affection aigué, varie dans le méme
sens. En effet, un processus lésionnel aigu s'accompagne dans la plupart des cas de
phénomeénes inflammatoires et oedémateux qui ont pour résultat d'augmenter la quantité d'eau

dans ces tissus. Dans un tissu cicatriciel par contre, ce sera le contraire.

32 Pour qu’il ait résonance, le champ magnétique tournant doit avoir la méme fréquence de rotation que celle du
moment de spin du noyau. Cette fréquence est appelée fréquence de Larmor.
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L'IRM visualise la relaxation des protons de 1’eau d'un tissu et sa densité apreés une
impulsion radio-fréquence. Suivant la composition du tissu, il aura des temps de relaxation T;
ou T, plus ou moins longs. Les différences de relaxation sont “traduites” en différence
d'intensité lumineuse, ce que I’on qualifie de contraste, ce qui permettra de former des images
anatomiques. Il est possible de moduler I’intensité des images selon les temps de relaxation

des différents tissus, c’est ce qu’on appelle la pondération de I’image en T}, T».

IRM anatomique

Pour réaliser des images par résonance magnétique, il est indispensable de pouvoir
localiser précisément le signal RMN. En IRM, la localisation spatiale du signal fait appel a
I’utilisation de gradients. Les gradients de champs magnétiques réalisent une variation
graduelle de champ magnétique dans I’espace 3D, permettant le codage spatial de I’image. Le
résultat de cette opération est que, en présence de ces gradients de champ magnétique, chaque
point du tissu biologique étudi¢ posséde sa propre fréquence de Larmor. Il suffira alors
d’émettre une onde radiofréquence, dont la fréquence sera ajustée sur la fréquence de Larmor
a I’endroit du tissu observé, pour récupérer en retour le signal RMN provenant de cet endroit.
En répétant cette opération, en sélectionnant des plans de coupes successifs, on peut
reconstruire une image par IRM anatomique 3D de la structure désirée. Les spectrometres
IRM délivrent des images en quelques minutes avec des résolutions spatiales typiques de
quelques centaines de microns pour des intensités de champ variant entre 4.7 et 9.4 T (Figure

17).

Figure 17 : Coupes de cerveau de rat obtenues par IRM 7 Tesla (117*11 7*500,um)33

33 Thése de Aurélie Desbree soutenue le 27/09/2005 s’intitulant « Nouvelle approche multimodale et quantitative
pour les études in vivo chez le petit animal : couplage de la B-MicroProbe aux techniques magnétiques et
développement de fantomes de rat et de souris voxelisés » de 1’université Paris VII
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L'IRM anatomique permet de voir en grands détails les structures du corps humain
(Figure 18) et en particulier du cerveau, elle utilise la différence entre la proportion d’eau, de
graisse et des temps de relaxation des différents tissus du cerveau pour en construire une
image 3D. Selon le mode d’analyse des signaux IRM, on obtient une information spatiale de
trés haute résolution permettant de caractériser la forme, le volume ou encore la structure des
tissus. L’IRM présente d’ailleurs pour les tissus mous un contraste largement supérieur a celui

observé pour I’imagerie de rayons X.

Figure 18 : Coupes de foie et d’une articulation de souris™

IRM fonctionnelle

On peut également acquérir des informations fonctionnelles caractérisant des
paramétres physiologiques comme la diffusion de I’eau (IRM de diffusion)** ou le taux
d’oxygénation du sang (IRM fonctionnelle).”> Cette derniére variante s’appuie sur la
modification de propriétés magnétiques locales liées au taux d’oxygénation de 1’hémoglobine
(’'oxyhémoglobine est diamagnétique, la désoxyhémoglobine est paramagnétique) (Figure
19). Lorsque I’on exerce un stimulus cérébral par exemple, 1’activation neuronale entraine une
consommation locale d’oxygeéne, compensée par une augmentation du flux sanguin riche en
oxyhémoglobine et donc une modification de la susceptibilité magnétique locale entrainant
une variation du signal enregistré. En effectuant une soustraction de I’image au repos par
rapport a I’image d’activation, on peut réaliser des cartes d’activation cérébrale avec une
résolution temporelle de quelques secondes. Ainsi, ces techniques permettent de mieux

appréhender les mécanismes sous-jacents a 1’activité neuronale.

34 D. Yang, Q. Ye, D. Williams, T. Hitchens, and H. C, Normal and Transplanted Rat Kidneys: Diffusion MR
Imaging at 7 T, Radiology, 2004, 231, 702-709

33 Q. Shen, H. Ren, H. Cheng, M. Fisher, and T. Duong., Functional, perfusion and diffusion MRI of acute focal
ischemic brain injury, J. Cereb. Blood Flow Metab., 2005, 25, 1265-1279
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Figure 19 : IRMf de I’évolution (haut en bas) de l’épilepsie chez le rat pour différentes coupes (gauche a
droite)”

L’IRM fonctionnelle ou IRMf permet donc d'étudier quelles régions du cerveau sont
impliquées dans des activités comme : regarder des objets, entendre de la musique, faire des

calculs, mémoriser une liste de mots, ou ressentir des émotions...

Applications in vivo sur petit animal

L’IRM est une modalité¢ d’investigation extrémement riche qui, outre une information
anatomique de trés haute résolution, permet de mesurer de nombreux parameétres
physiologiques et de connaitre les possibles altérations cellulaires ou moléculaires. Ainsi,
I’IRM permet de caractériser des pathologies in vivo sur petit animal. Il est possible d’évaluer
des thérapies sur des modeles de souris ou de rat, comme par exemple 1’évaluation de
nouveaux antiangiogéniques sur des modéles de cancer chez la souris, I’étude de la structure
de ’os pour une application a 1’ostéoporose ou encore la détection des nodules tumoraux du
poumon chez la souris dans le cadre d’une thérapie immunitaire du cancer.

Cette technique présente cependant une résolution temporelle limitée par sa sensibilité
relativement faible (10°-10> mol/l). En effet, le signal dépendant de la taille du voxel étudié
(représention d’espace en 3D par traitement numérique de coupes 2D), il est nécessaire de
faire un compromis entre la durée de 1’acquisition et les dimensions des structures sondées
afin de conserver une sensibilité de détection raisonnable. Toutefois, le développement et la
caractérisation de molécules exogenes, les agents de contraste comme le Gadolinium (Gd),

permettent d’augmenter significativement la sensibilité de détection.
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Les agents de contraste ont pour caractéristique d’influencer le signal IRM en
augmentant la vitesse de relaxation magnétique des protons. Ils sont classés selon leur
comportement magnétique, leur biodistribution et leur effet sur I’image (Tableau 2). Tous les
agents de contraste IRM ont pour objectif de réduire le ou les temps de relaxation T; et T, du

tissu cible.

Propriétés magnétiques Paramagnétique Superparamagnétique

Contraste positif Contraste négatif

eionatorl diintag (Réduction de T)) (Réduction de T»)

Tableau 2 : Classement des agents de contraste IRM

Les agents paramagnétiques sont des ions métalliques qui ont des électrons non
appariés et donc un moment magnétique permanent. En milieu aqueux, il y a une interaction
dipolaire entre le moment magnétique de I’ion paramagnétique et les faibles moments
magnétiques des protons des molécules d’eau environnantes. Les fluctuations de cette
interaction magnétique dipolaire (qui résultent de mouvements moléculaires) réduisent a la
fois les temps de relaxation longitudinale (T,) et transversale (T,) des protons de 1’eau. Le
Gadolinium (Gd™") et le Manganése (Mn>") sont des exemples d’ions paramagnétiques
utilisés comme agents de contraste IRM. Ces atomes, utilisés sous forme ionique,
appartiennent a la classe des métaux de transition (Chrome, Manganése, Fer) ou des
lanthanides (Gadolinium, Dyprosium). Les agents actuellement commercialisés utilisent I'ion
Gadolinium (IIT) dont l'efficacité sur le signal est la plus élevée. Sa couche électronique
comporte en effet 7 électrons célibataires qui le rendent 2 fois plus efficace en terme de
paramagnétisme que 1’ion Fe’". Les métaux paramagnétiques ne peuvent pas étre utilisés
sous leur forme ionique en raison d’une biodistribution indésirable et d’une grande toxicité
des ions métalliques, c’est pourquoi, pour étre utilisés en tant qu’agent de contraste, ils sont
chélatés.

Les agents superparamagnétiques’® sont constitués par des nanoparticules d’oxyde de

fer (diamétre compris entre 5 et 200 nm) qui, en présence d’un champ magnétique, ont un

36 es - o . I .
Le superparamagnétisme est un comportement des matériaux ferromagnétiques ou ferrimagnétiques qui
apparait lorsqu’ils sont sous la forme de petits grains ou nanoparticules. Dans des grains de taille suffisamment
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moment dipolaire trés important (supérieur a un chélate de Gd). En raison de leur taille et de
leur moment magnétique, les particules d’oxyde de fer superparamagnétiques ont été

développées en tant qu’agent de contraste pour réduire le temps de relaxation T.”’

La capacité des agents a réduire les temps de relaxation T; ou T, des protons de 1’eau
reposent donc sur I’interaction dipolaire entre les moments magnétiques des ions
paramagnétiques et les protons de I’eau. Un agent de contraste IRM peut étre vu comme un
catalyseur qui augmente les taux de relaxation R; (=1/T)) et R, (=1/T,) des protons de tissus.
L’efficacité d’un agent de contraste a réduire les temps de relaxation des protons est défini par
les valeurs de relaxivité »; et r,, comme suit :

Pour 7, (mM's™), Ry = r/[CA] R} iseu
Pour 7, (mM™'s™), Ry = 72[CA] +R2 issu
ou [CA] est la concentration de ’agent de contraste en mmol/L et R; 4, : valeur du taux de

relaxation en absence de I’agent de contraste.’®

La relaxation des protons nécessite que les protons rentrent en contact avec 1’agent de
contraste. Pour les agents paramagnétiques de faible poids moléculaire, la moitié des
relaxations 7; et r, est due a un effet de sphére interne qui résulte d’un échange chimique
d’une molécule d’eau entre la premicre sphére de coordination de 1’ion paramagnétique et
I’eau environnante. La contribution de la sphére interne dépend de plusieurs temps
caractéristiques™ :

- T, et Ty les temps de relaxation longitudinale et transversale ;
- le temps de résidence d’une molécule d’eau en premicre sphere de
coordination du cation Ty;

- le temps de corrélation rotationnel tr (Figure 20).

Plus il y aura de molécules d’eau coordinées au métal et plus le temps de relaxation

diminuera ce qui aura pour conséquence 1’augmentation du signal. La Figure 20 est, par

petite, I’aimantation peut se renverser spontanément sous 1’influence de la température. Le temps moyen entre
deux renversements est appelé temps de relaxation de Néel. En I’absence de champ magnétique appliqué, si le
temps utilisé pour mesurer I’aimantation de ces grains est beaucoup plus grand que le temps de relaxation de
Néel, leur aimantation apparait nulle : on dit qu’ils sont dans un état superparamagnétique. Dans cet état, un
champ extérieur peut aimanter les grains, comme dans un matériau paramagnétique. Néanmoins, la susceptibilité
magnétique de grains superparamagnétiques est beaucoup plus grande que celle des matériaux paramagnétiques.
37 I. Solomon, N. Bloembergen, Nuclear magnetic interactions in the HF molecule, J. Chem. Phys., 1956, 25,
261

38 A. E. Merbach and E. Téth, The chemistry of contrast agents in medical magnetic resonance imaging, Wiley,
2001

P Solomon, Relaxation processes in a system of two spins, Phys. Rev., 1955, 99, 559

40



Les agents de contraste et leur chimie

exemple, une représentation des parameétres dynamiques du complexe Gadolinium — DOTA

(Acide tétraazacyclododécanetétraacétique).

Figure 20: Schéma de [Gd(DOTA)(H;0)] en solution et paramétres dynamiques agissant sur la relaxivite®’

L’autre moiti¢ des relaxations 7, et r; est due a une diffusion des molécules a travers la
sphére de coordination externe de I’ion paramagnétique. La contribution de sphére externe est
moins importante que celle de la sphére interne. Cependant, 1’utilisation en IRM de ligands
multidentates pour assurer la stabilité des complexes in vivo, réduit le nombre de molécules
d’eau coordinnées, donc la contribution par sphere interne. La relaxation par sphere externe
n’est alors plus négligeable. Elle est la conséquence des interactions a longue portée avec les
protons de molécules d’eau libres. Par conséquent, la diffusion des molécules d’eau au
voisinage du complexe cause des fluctuations du champ magnétique local ressenti par les
protons. Un résultat important de cette théorie de la sphére externe est que le rapport r»/7;
augmente avec la taille des particules, donc une petite particule aura une plus grande

influence sur le temps T; qu’une grande.

Le but d’utiliser un agent de contraste en IRM est d’accélérer la relaxation des protons
de I’eau dans les tissus environnants. Cet objectif comme nous venons de le voir peut étre
accompli avec des substances paramagnétiques. En 1948, Bloch ef al.*' a décrit 1’utilisation

de sels paramagnétiques de nitrate ferrique pour améliorer les taux de relaxation de I’eau. 30

%0 p. Hermann, J. Kotek, V. Kubicek, I. Lukes, Gadolinium(IIT) complexes as MRI contrast agents: ligand design
and properties of the complexes, Dalton Trans., 2008, 3027-3047
4E, Bloch, W. W. Hansen, M. Packard, The nuclear induction experiment, Phys. Rev., 1948, 70, 474-485
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ans plus tard, Lauterbur e al.*’ ont utilisé des sels de manganése (IT) pour différencier des
tissus en se basant sur des temps de relaxation différents, ce qui a conduit a la premiére image
IRM. Actuellement, les complexes de Gadolinium (III) sont de loin les plus utilisés comme
agent de contraste lors des examens cliniques. Les sept électrons non appariés du Gd(III) en
font I’ion métallique paramagnétique le plus stable. De plus, le Gd(III) a une relaxation
¢lectronique relativement lente ce qui lui confére une bonne efficacité en tant qu’agent de

contraste JRM.

Agents de contraste non spécifiques

Le rayon ionique de Gd®* (1,02 A) est trés proche de celui du calcium (0,99 A). Ainsi,
il peut entrer en compétition avec les systemes calcium dépendants et bloquer le systéme
réticuloendothélial. C’est pourquoi sous forme libre, I’ion Gd** est toxique.”® La solution
consiste a enfermer ces cations dans des ligands, linéaires ou cycliques pour former des
complexes non toxiques, inertes et stables dans I’organisme. En effet, cet ion a besoin de sept
voire huit atomes donneurs pour accomplir la sphére de coordination et former un complexe
stable et non toxique. Enfermé dans la sphére de coordination, Gd**, cation toxique, ne
s'exprime que par son effet paramagnétique. Pour augmenter la relaxation du proton de I’eau
et donc sa stabilité, le gadolinium laisse également, au moins un emplacement ouvert pour
I’échange d’un ligand d’eau. Les polyaminocarboxylates de gadolinium (III) se sont révélés
les plus appropriés et 4 sont actuellement utilisés dans le domaine médical®’ :
- [GA(DTPA)(H,0)]* ou Gadopentétate de diméglumine (Magnevist, Schering)
-  [GA(DTPA-BMA)(H,0)] (Omniscan, Nycomed Amersham)
- [GA(DOTA)(H,0)] ou Gadotérate de méglumine (Dotarem, Guerbet)
- [Gd(HP-DOsA)(H,0)] ou Gadotéridol (Prohance, Squibb)

“2p_ C. Lauterbur, M. H. Mendoca-Dias, A. M. Rudin in Frontiers of Biological Energetics, Dutton P. L., Leigh
L. S., Scarpa A. (Eds), Academic Press, New York, 1978, 752

By U Kauczor, X. J. Chen, E. J. R. Van Beek, W. G. Schreiber, Pulmonary ventilation imaged by magnetic
resonance: at the doorstep of clinical application, Eur. Respir. J., 2001, 17, 1008-1023
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Figure 21 : Ligands de gadolinium commercialisés

Les propriétés de renforcement de contraste sont sensiblement identiques pour ces
quatre produits. IIs différent surtout par le caractére macrocyclique ou linéaire du chélate et
par le nombre de charges ¢€lectrostatiques du complexe. Le principal enjeu pour ces produits
de contraste est de pouvoir allier I’efficacité (propriétés paramagnétiques) de I’ion
gadolinium, la spécificité de son action sur les molécules d’eau, tout en assurant la sécurité du
patient. Le type du chélate conditionne la stabilit¢ du complexe qui est dans tous les cas
¢levée, encore qu'elle le soit plus avec les produits macrocycliques. Elle s'exprime par une
constante d'affinité K, d'autant plus élevée que la dissociation est faible (KGd-DTpA:1022'5 , Kga
pora=10%). D’autre part, les complexes paramagnétiques étant hydrophiles par leur fonction
carboxylate ne se lient pas aux protéines et donc ne passent pas la barriere hémato-
encéphalique saine. Peu résorbés par voie orale, ces complexes se distribuent rapidement dans
l'eau extracellulaire de I'organisme sans organe cible. Ces traceurs des espaces extracellulaires
sont ensuite excrétés rapidement dans 1'urine sous forme inchangée (demi-vie de l'ordre de 80
a 100 minutes). L’agent de contraste clinique, le plus répandu connu sous le nom commercial
Magnevist, est un agent administré par perfusion qui donne des informations sur la vascularité

et le transport fluidique mais manque de spécificité pour cibler des tissus.

Agents de contraste spécifiques

Lorsque ces agents de contraste sont associés a des ligands,** le produit de contraste

devient spécifique et il est alors possible d’obtenir des images de cibles biologiques qui se

p. Caravan, Protein-targeted gadolinum-based magnetic resonance imaging (IRM) contrast agents : design and
mechanism of action, Accounts of chemical research, 2009, 42, 851-862
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trouvent par exemple dans des zones de néovascularisation des tumeurs, mais aussi de

I’angiogénese et de 1’apoptose.

Le premier exemple d’agent de contraste IRM spécifique répondant aux critéres de
I’imagerie moléculaire permettait de cibler des hauts niveaux de fibrine, protéine qui apparait
au moment de la coagulation sous I’action de la thrombine.*> Ces agents ont été utilisés avec
succes dans différents modeles de thrombrine artérielle et veineuse. Il s’agit de nanoparticules
de Gd-DTPA conjuguées a des fragments d’anticorps antifibrine permettant, en se fixant sur
la fibrine (antigéne thrombique) la visualisation du thrombus.

Les complexes linéaires ou cycliques de Gd** liés a un peptide f amyloide adéquat
permettent la détection de plaques d’Alzheimer.*® Inclus dans des nanoparticules ciblées
contre le facteur de croissance endothélial qui est I’c.f33 intégrine, ils permettent de mesurer le
niveau de (néo) angiogénése dont I’expression est corrélée au grade tumoral.” Une autre
classe d’agents de contraste basés sur le gadolinium sont les liposomes, qui sont formés a
partir d’encapsidation de chélates de gadolinium a I’intérieur d’une vésicule formée par une
bicouche lipidique. L’incorporation de conjugués du glucose a I’intérieur de la bicouche de
vésicule non-ionique (niosomes) a permis d’obtenir des images ciblées de tumeurs qui

surexprimaient des récepteurs du glucose™ (Figure 22).

N-palmitoyl
glucosamine (NPG)

(H

PEG,,,: “‘”‘/’:\\< ]

<M gq00°

— Span® 60 - 0 \”nu
— Solulan® C-24

- Brij® 700

‘ cholesterol

Figure 22 : Représentation schématique du niosome PEG 4400 glycosylé48

S rM Botnar, AS Perez, S Witte, AJ Wiethoff, J Laredo, J Hamilton, W Quist, EC Parsons, A Vaidya, A
Kolodziej et al., In vivo molecular imaging of acute and subacute thrombosis using a fibrin-binding magnetic
resonance imaging contrast agent, Circulation, 2004, 109, 2023-2029

¥ JF. Poduslo, TM. Wengenack, GL Curran, et al., Molecular targeting of Alzheimer’s amyloid plaques for
contrast-enhanced magnetic resonance imaging, Neurobiol Dis, 2002, 11, 315-329

" DA Sipkins, DA Cheresh, MR Kazemi, Detection of tumor angiogenesis in vivo by avb3-targeted magnetic
resonance imaging, Nature Medecine, 1998, 4, 623-626

48 A. Liciani, JC. Olivier, O. Clement, N. Siauve, PY. Brillet, B. Bessoud, F. Gazeau, IF Uchegbu, E. Kahn, G.
Fija, et al., Glucose-receptor MR imaging of tumors : study in mice with PEGylated paramagnetic niosomes,
Radiology, 2004, 231, 135-142
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Les différentes imageries précédemment développées ont toutes des résolutions
spatiales et temporelles différentes, des profondeurs de pénétration de tissus différentes, des
sensibilités variant en fonction de la méthode utilisée. Chaque type d’imagerie a des
inconvénients et des limites. C’est pourquoi avec une approche multimodale,” les avantages
de chaque technique peuvent étre accrus et les faiblesses réduites offrant la perspective
d’améliorer les diagnostiques, le suivi thérapeutique et la recherche pré-clinique. Les
différentes imageries peuvent étre divisées en deux groupes: celles qui fournissent des
informations structurelles (comme I’IRM, les ultrasons) et celles qui offrent des informations
fonctionnelles ou moléculaires (comme la scintigraphie, la PET, I’imagerie optique®). Le but

est alors de combiner les informations fonctionnelles avec des informations anatomiques.

IRM/Imagerie optique

Le premier agent de contraste bimodal alliant I’'IRM et 1’imagerie optique a été
préparé en 1998 par Hueber’' ef al. pour étudier les lignées cellulaires embryonnaires des
embryons Xenopus laevis. Ces sondes ont été construites autour du complexe chélatant Gd*”,
le DTPA et la tétraméthylrhodamine. Le premier agent obtenu monomérique Gd(Rhoda-
DOTA) a pu étre détecté uniquement par microscopie a fluorescence, car la molécule
s’adsorbaient dans les tissus gras qui ne possedent pas ou peu d’eau a échanger pour la
détection en IRM. C’est pourquoi ils ont développé des agents de contraste a partir d’une
polylysine (GRIP — molécule C) et d’un polydextran (GRID — molécule B) couplé par liaison
thiourée avec la tétraméthylrhodamine et par liaison peptidique avec le DTPA. Ils ont montré
que ces derniers étaient capables de tracer les cellules durant le développement embryonnaire

par IRM et microscopie a fluorescence (Figure 23).

4 L. Frullano, TJ. Meade, Multimodal MRI contrast agents, J. Biol. Inorg. Chem., 2007, 12, 939-949
% He Xiaoxiao, Gao Jinhao, Gambhir Sanjiv Sam, Cheng Zhen, Near-infrared fluorescent nanoprobes for cancer
molecular imaging: status and challenges, Trends in Molecular Medicine, 2010, 16, 574-583

3 MM. Hueber, AB. Staubli, K. Kustedjo, MHB. Gray, J. Shih, SE. Fraser, RE. Jacobs, TJ. Meade
Fluorescently Detectable Magnetic Resonance Imaging Agents, Bioconjug. Chem., 1998, 9, 242-249
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Figure 23 : Structures des agents de contraste multimodaux (A) Gd(Rhoda-DOTA) (B) GRID et (C) GRIP

L’utilisation de Quantum dots®, nanocristaux semiconducteurs, s’est fortement
développée ces dernieres années comme outil d’imagerie optique a cause de leur fluorescence
et de leur photostabilité. L’équipe de Nicolay>® a développé une nanoparticule de quantum dot
spécifique des o3 intégrines qui a été optimisé pour la détection optique et IRM de

I’angiogénese tumorale.

RGD peptide ---- 1

@
Paramagnetic___ 'Q\’w'
lipid :
’-.'\
Pegylated lipid-="" "~ 5 % %

Quantum dot

Figure 24 : Agent de contraste RGD-PQDs"

L’agent de contraste nanoparticulaire (Figure 24) est constitué d’un cceur de quantum
dot recouvert par une enveloppe micellaire composée de phospholipide pegylé¢ (PEG-DSPE),
de lipides couplés de Gd-DTPA (Gd-DTPA-BSA) et de lipides couplés au RGD cyclique
pour le ciblage de I’a. B3 intégrine. Aprés I’injection en intraveineuse de RGD-PQDs dans une
souris porteuse de tumeur, la microscopie a fluorescence a permis la détection de 1’activité
endothéliale angiogénique au niveau cellulaire (image J). L’IRM a été utilisée pour visualiser
I’angiogénése au niveau anatomique en délimitant la tumeur (images C et G aprés 45 min de

I’injection de RGD-PQDs en comparaison des images B et F sans injection). Cette

2 A. Ragusa, A. Zacheo, A. Aloisi, T. Pellegrino, Quantum dots designed for biomedical applications, Inorganic
Nanoparticles, 2011, 24, 257-311
>3 Klaas Nicolay et al., Molecular imaging of tumor agiogenesis using o.f;-integrin targeted multimodal
quantum dots, Angiogenesis, 2008
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nanoparticule pourrait étre utilisée pour I’imagerie multimodale de maladies qui seraient liées

a I’activation de cellules endothétiales.

(a-h) images IRM: (a et e)
images pondérées en T,
obtenues avant injection de
I’agent montrant le contour de la
tumeur sur le flanc droit (b,c,f,g)
images pondérées en T; (b et f)
avant injection (c et g) aprés 45
min de [linjection du RGD-

PQDs.
@ et 1) Image de
bioluminescence et de

fluorescence  d’une  souris
exprimant la luciférase dans une
tumeur rénale apres injection de
luciférine (i) Le fort signal de
bioluminescence indique la taille
de la tumeur dans le rein. Ce
signal est colocalisé par le fort
signal de fluorescence (j)
provenant de I’accumulation de
RGD-pQDs dans la tumeur.

Bioluminescence (Luciferase) Fluorescence (RGD-pQDs)

Figure 25 : Imagerie moléculaire par résonance magnétique et optique de I’angiogénése tumorale™

Imagerie optique/Imagerie nucléaire

Un agent d’imagerie combinant 1’imagerie optique et I’imagerie nucléaire appelé
DLIA-IL11Ra a été développé pour cibler les récepteurs d’interleukine 11, cytokine
multifonctionnelle.”® L’interleukine 11 et son récepteur alpha-chain (IL-11Ra) sont reliés au
développement et a la progression du cancer du sein et pourraient jouer un role significatif
dans les métastases osseuses du cancer du sein. Cet agent bimodal '''In-DTPA-Bz-NH-SA-
K(IR-783-S-Ph-CO)-c(CGRRAGGSC)NH, est construit autour du radionucléide '''In-
DTPA-Bz-NH-SA, du chromophore émettant dans 1’infrarouge proche IR-783-S-Ph-COOH
et du peptide cyclique c(CGRRAGGSC), qui est connu pour cibler les récepteurs de
I’interleukine 11 (IL-11Ra) afin de distribuer I’agent d’imagerie a sa cible (Figure 26).

>4 W. Wang, K. Shi, K. Sunkunk, Y. Sasidhar, A. G. Cameron, E. K. Adams, M. E. Mawad, E. M. Sevick-
Muraca, A new optical and nuclear dual-labeled imaging agent targeting interleukin 11 receptor alpha-chain,
Bioconjugate Chem., 2007, 18, 397-402
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Chromophore IR783-S-Ph-C i
SOH SO,H

T
B

_Ala
Arg <|3ry

1
GIy—ArgGIy—S\or

0= NH

Figure 26: Structure de I’agent bimodal DLIA-IL1 IR«

Les expériences ont révélé que le peptide cyclique ¢(CGRRAGGSC) était toujours
capable de cibler le IL-11Ra aprés conjugaison avec les sondes optiques et nucléaires. De
plus, une seule injection de cet agent DLIA-IL11Ra a permis d’obtenir des images d’une
tumeur cancéreuse du sein en imagerie optique et en imagerie nucléaire. Ces tests ont montré

que I’agent bimodal était capable de cibler les tumeurs in vivo (Figure 27).
White Light SPECT/CT NIR

Tumor

Figure 27: Images apres 24h de ['injection du DLIA-IL11Ra dans une souris porteuse du cancer humain du
. 54
sein

La combinaison de la grande sensibilité et la résolution de la microscopie optique avec
la capacit¢ de I'RM d’obtenir des images d’échantillons opaques permet d’étudier des
structures biologiques avec de trés bonnes résolutions et a des profondeurs différentes.
L’acquisition de ces informations moléculaires et physiologiques a fait de cette nouvelle
discipline, I’imagerie moléculaire, un outil essentiel pour I’innovation thérapeutique en

cancérologie.
E. Enjeux en canceérologie

Le cancer est le plus souvent li¢ a la prolifération de cellules devenues étrangeres a un

organe, suite a des mutations génétiques. N’ob