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Les Agents de Contraste pour 'lmagerie Moléculaire :

"

Nouveaux Développements et Perspectives

LAURENT Luce VANDER

Contrast Agents for Molecular Imaging:
New Developments and Future

Abstract: This article gives an overview of the contrast agents
used in Magnetic Resonance Imaging (MR numely the gadolin-
fum complexes and the iron oxide nanopartivles. Their effects on
nuclear magnetic relaxation. their physico-chemical characteri-
zation and their new develapments are described.
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1. Principe de I'imagerie de résonance
magnétique (IRM)

LDimagerie de résonance magnétique est une méthode non
mvasive qui. dans le contexte médical, permer d'identifier et de
caraclériser les tissus pathologiques et les 1ésions. Le principe de
cette technique est basé sur Iapplication de gradients de champ
magnétique dans les trois directions de 1'espace lors d'une expé-
nence de résonance magnétique nucléaire (RMN). Limage qui
résulte de cet encodage spatial des nayaux (en général, les novaux
d’hydrogéne de {'eau et des graisscs) est constituée d’éléments
«pixelsn, dont les niveaux de gris représentent I'intensité du
signal émis par I’élément de volume correspondant (voxel). Le
signal dépend de la concentration locale en proton et de leur ciné-
tique de relaxation caractérisée par des temps de relaxation T, ¢
T,. Les processus de relaxation des protons des molécules d’eau
dépendent de leur cnvironnement et de leur dynamigue et varient
done sclon les tissus. Des modulations de ['intensité de 1'image
sont attendues selon la nature tissulaire des différents organes,

Le choix judicieux des paramétres instrumentaux permet
d’optimiser le contraste mais pour élaborer un diagnostic médical
rapide et précis, des agents de contraste facilitant la distinction
entre les tissus sains et pathologiques sont utilisés, Ces substances
doivent étre non toxiques. biocompatibles et efficaces a faible
dose (typiquement, (00 pmoles par kg de poids corporel). Leur
ole  eost de o« catalvser » la  relaxation nucléaire,
Schématiquement. le contraste peut étre rehaussé par 1'accéléra-
tion des deux phénoménes gouvernant la relaxation des protons:
celle de la relaxation longitudinale augmente Pintensité dy signal
(agent positif. effet T ) et celle de lu relaxation wransverse T, dimi-
nue Iintensité du sigmal (agent négatif, effet T,). Les Images
seront donc pondérées en T, etfou T, sclon 1'cffet prépondérant de
agent et la séquence impulsionnelle utilisée (figure 1) [1].

2. Les agents de contraste -

La propriété essenticlle des substances de contraste est leur
« relaxivité » qui est définic comme la contribution quelles
apportent & la concentration de 1 mM & la vitesse de relaxation
des protons de Peau (s 'mmol 1),

Figure la

Figure 1b

Fizure 10 Images avant of aprds administranon d’un agenr de contraste
posifif tas tref © « LUimagerie par Résonance Magnétique ». A. Alaux.
edutions Sauramp Médical (1994); o1 négatif (by

2.1. Composés paramagnétiques

Ce sont notamment 1"oxygéne, les nitroxydes, les métaux
de transition et les lanthanides(IIT). Ils possédent un ou plu-
sieurs &lecirons libres dont le moment magnétique est 657 fois
plus grand que celui du proton. Le gadolinium(i) qui pré-
sente d'excellentes propriétés électroniques (7 électrons non
apparies) est cependant trés toxique sous sa forme hydratée



(G0N cur, i vivo, il entie en compétition avee ley ions
culeium, Sa complexation avee un ligand organigue réduit consi-
derablement sa tovicité sans neutruliser sa relaxivité, Les pre
miers compleses de gadolinium apparus sur le marché voigi plus
de dix ans sont le Magnevist® (Gd-DTI'A) et 1¢ Dotarem®: (G
DOTA). Ces compuosts, de charge globale négative, sont uccom-
Pagnes de leurs contre-lons, ce qui augmente osmolalite dey
solutions injectées. Deux aulres complexes « neutres » ont wlié
tieurement été produits, 1'Omniscan® (GA-DTPA-BMA) et le
Prohance® (Gd-HP-DO3A), Ces 4 complexes parwmagnétigues
(figure 2), administrés d ln dose de 0.1 mmole/kg de posds cor-
porel sous Torme d'une solution aqueuse de concentration 0.5 M,
se distribuent dans I'cspace extracellulaire, ne présentent pas de
spéciticité tissulaire ot sont excrétés trés rapidement par voie
rénale,

Dans le cerveau, les produits s'accumulent 18 on, comme
duns les tumeurs, une rupture de la barriére hématoencépha-
lique s'est produite, Ces agents s¢ comportent comme des
agents de contraste positifs (figure 1a)
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Figure 2: Structure d agents de conrraste paramagnétiques commerciaus

2.2, Les composés superparamagnétiques

La scconde catégoric d*agent de contraste est celle dey
particules superparamagnétiques, qui sont constituées de
cristaux d'oxyde de fer nanométriques protégés par unc
couverture « stérique » destinée & empécher leur agglo-
meration (figure 3), On distingue les SPIO (Small
Particles of Iron Oxide) dont le diamétre global est supé-
rieur 4 50 nm et les USPIO (Ultrasmall Particles of Iron
Oxide) dont le diametre se situe entre 10-50 nm, Ces par-
tienles affectent de maniére prépondérante la reluxation
transverse des protons de 1'eau et agissent done en tant
qu'agents de contrasie négatifs, Aprés injection intravei-
neuse, les SPIO sont captées par les eellules du systéme
réticulo-endothélial de la rate et du foie. Flles induisent
une diminution du signal dans ¢ces organes ¢t sont péncéra-
lement utilisées pour la détection des tumeurs hépatiques
qui contrairement au tissu suin ne caplent pas les purti-
cules (figure 1h), Les USPIO échappent aux cellules du
systeme réticulo-endothélinl et ont done un temps de
rémanence vaseulaire plus élevé,

Figure 3: Structure d'une nanopurticule superparamagnéticue

3. Les mécanismes de relaxation

3.1. La relaxation nucléaire - généralités

La relaxation nuclénire correspond & 1'évolution d'un systé-
me de spins excités par "application d’une onde électromagné-
lique de frequence appropriée. Elle a pour origine les fluctua-
tions, & 1'échelle microscopique, des champs magnétiques, Ces
fluctuations sont notamment lides aux mouvements moléculaires.
les vitesses de relaxation longitudinale (R)) et transverse (R,)
sont done déterminées par I'amplitude des inteructions magné-
tiques et par leur modulation temporelie. Elles sont exprimées par
la relation :

| 3
7« R =KE/f(r) &
1
ou: iml,2
K est une constante
* E¢ est 'umplitude de I'interaction responsable de la
relaxation
f(r,) est une fonction de temps de corélation, T, qui
module P'interaction

3.2. La relaxation paramagnétique

L'équation décrivant 1a vitesse de relaxution longitudinale des
protons de I'eau en présence de substances paramagnétiques est
la suivante:

1 ! 1
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ou: v estla vitesse de relaxation « naturelle » (diamagné-
tique) des protons de 1'eau suns contribution paramagnétique,

| e H M P M :
;o eslavitesse de relaxation apportée par I"ion paramapnélique

Lu vitesse de relaxation paramagnétique R|" (R‘P = /TP
est caracteriste par 2 contributions @ la contribution de la sphére
interne R,"™ (“innerspherc®, 1S, fipure 4) et la contribution de la
sphére externe le ("outersphiere”, OS, figure §). La relaxation
“mnersphere” résulte d’un échange chimigue griice auquel une
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on f est la concentrgtion pelative en complexe paramagné-
tique; ¢ et Je nombre de molécules d'enn dana la premidre sphé-
1o de coordination; Ty ost le tempa de résidence de ces molé-
culen d'emy 1y, €07 sont respectivement les rapporis gyromagné-
tiques de 1*élection (5) et du proton (1), us, y sont les fréguences
anpuliires de P'électron et du proton, ¢ oest la distance entre les
protons de 'eau coordinée et les sping den élections nom apparés,
T, 5 ben tempa de corrélation modulant les interactions, sont défi-
niy par I'équation § on T, est Je temps de corrélation rotationnel
du complese hydraté ot 1,; , sont les temps de reluxation Jongitue
dimale ot transvarse dew Eloctrony, Cos deners paraméires sont
dépendants du champ magnétique satigue appliqué By, (égua-
o 6 el 7). Ty ot 1o valeur de T, 5 h champ mapnétique 1réu
faible et 1, eat le tempy de corrélstion carnctéristique des termps
de relanation élegtionigue,
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ol d est 1a distance de plus petite approche; D est la constan-
1e de ditfusion relative; [C) est Ja concentration molaire en ion
pararagnétigue, t,,ndZ/I) est le temps de corrélation translation-
nel et jlon, 1p,), iy Tpy) sont les fonctions de densité spectrale.

4, Caractérisation physico-chimique
des agents de contraste

4.1. Les complexes paramagnétiques [4]

Loptimisation de I'efficacité des complexcs paramagnétiques
requicrt la maitrise des paramétres déerivant les interactions
innersphere et outersphere (8 parumétres: Ty, q. T, DL 1. d, Ty,
tyy). La stratégie destimation simultanée de tous ces paramétres
est le Lissage des courbes de dispersion de la relaxation (courbes
NMRD. Nuclear Magmetic Relaxation Dispersion) & 1'aide des
modéle théoriques. Ces profils représentant la relaxivité  de
I"aggent en fonction du champ magnétique sont obtenus 4 1"aide de
spectrométres RMN conventionnels travaillant & champs fixes et
d"upparcillages dédics, appelés relaxométres 4 champs cyclés
couvrant une large gamme de champ magnétique. Les courbes
obtenues sont caracténistiques de 'agent de contraste (figure 6),
Compte tenu du nombre élevé de paramétres, leur estimation par
cette senle technique est parfois ambigué et la détermination de
certains parametres par des méthodes alternatives et indépen-
dantes §'avére nécessaire. Comme on Ie verra plus bas, on a alors
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recours nolamment & 1a RMN de "oxygéne- 17 pour la mesure du
temps d"échange 7y;et du nombre de molécules d*cau dans I pre-
micre sphére de coordination (@), & la RMN du deutérium pour la
détermination du temps de correlation rotationnel Ty [4] ou enco-
re & la résonance paramagnétique électronique pour I"estimation
des temps de relaxation électronique.

« petites » complexes mais pour des compl.e)fes se rrfoncn’t:n; é)l:g
lentement {1z >1 ns), ellc devient significative jusqu’a

MHz. Dans le cas de complexcs & rotation trés lente (1:12.21 Hs), ce
sont les temps de relaxation électroniques qui pr?do;n}ngnt dans
toute la pamme de fréquence. Leur mesure peut &tre réalisée par
résonance paramagnétique électronique (RPE).

-7 S 4.1.3.Le nombre de molécules d’eau
% . i coordinées au métal
% 3 ."Q Le nombre de molécules d’cau g inﬂuepce fortement la
F 4 P ; contribution IS qui lui est dircctement propomonncl’lc‘ Pou{ un
s, .- complexe du type Gd-DTPA, si le nombre de molécule d cav
£ ? i augmente de 1 2 2, la relaxivité angmente d’environ 30%, mais
22 presque tous les dérivés du Gd-DTPA ou Gd-DOTA ont un’qﬂl.
?gé ' : En phase solide, les mesures sont effecmée:e par des techniqucs
& I S e syt S e i de diffraction (rayons X, diffraction neutronique).

0.01 016 1.00 1000 100.00 1000.00

Frequence protonique de Larmor (MHz) L.cs mesures peuvent étre menées en solution par spectrosco-

pic UVivisible ou par RMN. La cinétique de désexcitation par
fluorescence des complexes d’europium(lil) et de terbium(III)
suit une décroissance cxponentielle qui est proportionnelle au
nombre de molécules d'cau coordindes au métal. La vitesse de
désexcitation differe sclon que les complexes sont coordinés a
H,0 ou & D,0. La mesure dans ces deux milieux permet d"avoir
accds au nombre . En RMN, on a recours a la méthode LIS
(Lanthanide Induced Shift) qui permet de déterminer I nombre
de molécules d’eau coordinées par analyse des déplacements chi-
miques des raies de 1'oxygéne-17 dans des solutions aqueuses de
complexes du dysprosium(ITI).

Figure 6: Profil NMRD du Gd-DTPA 4 37°C. Le lissage des données
c:.p(‘rimcmlsxles’a iité réalisé avee les purameétres suivants: q-1, r=0.3t nm,
= 3.3 107 m7s™, d= 0.36 am. Ty =59 ps, T, —143 ns. Tgo =82 ps el Ty

-

=23 ps
4.1.1. Le temps de corrélation rotationnel

Le temps de corrélation rotationnel T, caractérise la réorien-
tation du vecteur spin-noyau ¢'est-3-dire le vecteur Gd** - proton
de 12 molécule d’eau dans le cas de complexe de gadolinium. Le
temps de corrélation rotationncl peut étre obteny par différentes
mcéthodes telles que 'analysc de Ia relaxation de I'oxygéne-17 de
solutions aqueuses de complexes de gadolinium, lcs mesures de
vitesse de refaxation longitudinale par RMN du carbone-13, la
speetroscopie par polarisation de fluorescence ou les vitesses de
relaxation nucléaire du deutérium. Cettc derniére méthode qui
requiert unc deutération du ligand ct sa complexation au La(l1l),
analoguc diamagnétique du Gd(1ID), s’est révélée trés utile et
fiable pour de nombreux complexes. En effet, powr de « petites »
molécules diamagnétiques, Ty cst directement obtenu & partir de
la vitesse de relaxation longitudinale des noyaux de deutérium
donnée par I'équation 10 oa lc terme entre crochets cst la
constante de couplage quadrupolaire (170 kHz pour des noyaux
de deutérium liés & des carbones sp”)

4.1.4. La distance proton - métal

Lefficacit¢ du mécanisme dipolaire déeroit rapidement si la
distance mctal-proton augmente. On comprend donc qu'une
faible modification de cette distance aura un impact important sur
la relaxivité des complexcs. Alors que la distance entre 1o gadoli-
nium et I'oxygéne de I'cau est bien définie 3 partir des structures
cristallographiqucs, la distance gadolinium-proton de 1’eau est
généralement estimée car peu de méthodes cxpérimentales en
permettent Ja mesurc précise. Les possibilités de réduction de ce
paramétre sont assez limitées.

4.1.5. La vitesse d’échange de I'eau coordinée

N

Lc mécanisme de relaxation IS cst basé sut un échange entre
o8 4

les moléeules d’eau entowrant fe complexe et la (les) molécule(s)
d’cau coordinée(s) au lanthanide. Par conséquent, la vitesse
d’¢change (k,,= 1/ty,) est un paramétre clé de la wransmission de
Ieffet « relaxant » A ’ensemble dy solvant entourant le com-

plexe. Sa mesurle_lnécessite unc analyse de la vitesse de relaxation
Les temps de relaxation électronique longitudinale et trans- transverse de I'" 'O en fonction de Ia température.

verse (Tgy) et (Tg,) décrivent I’évolution de 1'aimantation associée
aux €lectrons de |'jon gadoliniurn. Ces transitions provoquent des
fluctuations qui contribuent & la relaxation des protons. Les

™R 10)

4.1.2. Les temps de relaxation électronique

La vitesse de relaxation paramagnétique transverse de I'eau
dans les solutions de complexe de gadolintum cst donnée par

vitesses de relaxation ¢lectroniques dépendent également du
champ magnétique (équations (6) et (7). Dans le cas des com-
plexes de gadolinium(I1), les temps de relaxation ¢lectronique
sont assez longs (~107"" s 4 bas champ et ~107.107 ¢ 3 haut
champ). Par conséquent, I'influence de la relaxation ¢lectronique
se manifestera surtout i des champs inféricurs 3 10 MHz pour les

[*équation 11 o0 T,y, (équation 12), 1a vitesse de relaxation trans-
verse de T'atome d'oxygéne de PPeau liée, résultc d'une interac-
tion scalaire entre les &lectrons el le noyau d’oxygéne. Awy, le
ghissement chimique de I'oxygéne de Ja molécule d eau est donné

par 'équation 13. La contribution outersphere est trés faible et
peut-étre négligée,

Chimie nouvelle - N° 88 . mace 20nc --
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A/h est la constante de couplage hyperfin ou scalaire entee
'oxygéne et Gd3* et les 1, sont donnés par [Ty, =) + Tg, -] 1, 21
le facteur de Landé, est épal 4 2.0 pour le Gd*', ,, est le magné-
ton de Bohr, et B, est le champ magnétique externe.

Les dépendances en température de Ty, ct T, peuvent étre res-
pectivement décrites par les équations 14 et 15,

14y

(15

AS+et AH* sont les entropie et enthalpie d’activation pour le
processus d’échange, 1,29 est le temps de corrélation a 298,15
K et E, est 'énergie d’activation du processus,

Le lissage des données expérimentales a 1'aide de ce modéle
théorique permet donc d’obtenir les paramétres AH+#ct AS# ct dés
lors le temps de résidence a différentes températurcs.

4.2, Les composés superparamagnétiques [5]

Les nanoparticules d’oxyde de fer possédent des moments
magnétiques trés élevés en raison du nombre d’ions paramagné-
tiques qui les composent et de leur effet de coopérativité magné-
tique. Leur relaxation est majoritairement de type outcrsphere,
Ces agents de contraste sont essentiellement caractérisés par lcs
courbes NMRD, les mesures de magnétométrie, les spectres
Massbauer el les mesures des tailles hydrodynamiques obtenues
par spectroscopic de corrélation photonique.

Le lissage des protils NMRD (figure 7) 4 'aide des
modé¢les théoriques adéquats permet de déduire la taille du cris-
tal, I"aimantation spécifique ct ’ordre de grandeur du temps de
rclaxation de Néel qui est une sorte d’analogue du temps de
relaxation électronique des ions paramagnétiques des com.
plexes précédemment traités. L'aimantation spéeifique et la
taille du grain magmétique sont également obtenus par analyse
des courbes de magnétométric & 1'aide de la fonction de
Langevin tandis que la spectroscopic Mdssbauer établit 1'état
d’oxydation du fer a I'intérieur du cristal ¢t permet aussi de
déterminer un ordre de grandeur du temps de relaxation de
Néel. Le diamétre hydrodynamique de la particule entiére avec

sa couverture stérique cst quant & lui mesuré par spectroscopie
de corrélation photonique (PCS).
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5. Développements actuels et futurs

Les recherches actuclles visent 4 une optimisation de | effi-
cacité et de la spécificité des agents de contraste qu'ils soient
paramagnétiques ou supcerparamagnétiques. Ainsi, 1'addition de
groupements sur le squelette du Gd-DTPA a permis d’augmenter
le tropisme tissulaire. Par exemple, le Primavist® (Gd-FQOB-

DTPA), qui posséde un substituant éthoxyhenzyle, cible les hépa-
tocytes (figure 8).
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(olele) Structure du Primavistt
(GA-LOB-DYIPA)

G

Afin d’augmenter la rémanence vasculaire, les complexes
gadoliniés ont été couplés de maniére covalente i des macromo-
lécules telles que 'albumine sérique humainc (HSA), des poly-
saccharides (dextran), ou des polyméres synthétiques (polylysine,
polyéthyléneglycol, dendriméres, ...). Cette stratégie permet non
seulement de ralentir 1'excrétion rénale de I'agent de contraste
mais aussi de rehausser son efficacité gréce 4 la réduction de la
mnhillilé moléculaire (effet sur 1), Une approche alternative
consisle & envisager une interaction non-covalente avec la HSA.,

Dans ce cas, des groupements aryles par exemple sont greffés sur
"agent de contraste qui cst dés lors capable d'interagir avec les
sites hydrophobes de 1a protéine,

Linclusion des complexes paramagmétiques i des liposomes et
des micelles, mimétiques des structures cellulal

' TCS sanguines a ¢ga-
lement été réalisée en vue d’augmenter la q

rémanence vasculaire,

La conception d’age G ste dits « intellj
egtcon eption d ?;;m%r. d:: contraste dits «intelligents », dont
ellicacité est modulée par I'environnement biologique (présen-
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