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Abréviations  
  
AA:  Acide  arachidonique    
ABCA/G:  ATP  binding  cassette  A/G  
AINS:  Anti-­‐inflammatoires  non  stéroïdiens    
ACAT:  Acyl  coenzyme  A-­‐cholesterol  acetyl-­‐
transferase  
Acm:  Anticorps  monoclonaux    
AMM:  autorisation  de  mise  sur  le  marché  
Fc:  Fragment  cristallisable     
Fv:  Fragment  variable     
CDR:  Complementary  determining  regions  
Cox:  Cycloxygénase    
CCL2:  Chemokine  ligand  2  
CETP:  Cholesterol  ester  transfer  protein  
ELISA:  Enzyme-­‐linked  immunosorbent  assay  
EDHF:  Endothelial  Derived  Hyperpolarising  Factor  
ED-­‐B:  Extradomaine  B  de  la  fibronectine    
CAT:  Chloramphenicol  acetyltransferase  
CML:  Cellules  musculaires  lisses    
18F-­‐FDG:  Fluoro-­‐Deoxy-­‐Glucose  (18F)  
FR:  Framework  
Fab:  Fragment  antigen-­‐binding    
GAG:  Glycosaminoglycane  
HPETE:  Hydroxyperoxyeicosateraenoic    
HAM:  Hypercholesterolemia-­‐associated  
monocytosis  
HPODE:  Acide  hydroperoxy-­‐octadecadienoic    
HAMA:  Human  anti-­‐mouse  antibody  
HAHA:  Human  Anti-­‐Humanized  Antibody  
HSP:  Heat  shock  protein  
HDL-­‐C:  Cholestérol  associé  aux  HDL  
HMG-­‐CoA  réductase  :  3-­‐hydroxy-­‐3-­‐methyl  glutaryl  
CoA  réductase  
Ig:  Immunoglobuline  
IDM:  infarctus  du  myocarde  
ICAM:  Intercellular  adhesion  molecule    
IP-­‐10:  Interferon  gamma-­‐induced  protein  (CXCL10)  
I-­‐TAC:  Interferon-­‐inducible  T-­‐cell  alpha  attractant  
IBAT:  Ileal  sodium-­‐dependant  bile  acid  transporter  
KLF-­‐2:  kruppel-­‐like  factor  2    
LCAT:  Lysolecithin  cholesterol  acetyltransferase  
LTh:  Lymphocyte  T  helper  
LPL:  Lipoprotéine  lipase  
LRP:  LDL-­‐like  receptor  
LO:  Lipoxygénase  
LXR:  Liver  X  receptor  
LDL:  Low  density  Lipoprotein  
LDL-­‐C:  Cholestérol  associé  aux  LDL    
LDLox:  LDL  oxydée  
LDLR:  Récepteur  aux  LDL  

LTA:  Leucotriènes    
MEC:  Matrice  extracellulaire    
MMP:  Métalloprotéinases    
MCP-­‐1:  Monocyte  chimoattractant  protein1  (CCL2)  
Mig:  Monokine  induced  interferon  gamma  (CXCL9)  
MPI:  un  inhibiteur  des  MMPs    
MDA-­‐LDL:  Malondialdehyde-­‐LDL  
MTP:  Microsomal  triglycerid  transfet  protein  
MSR-­‐A:  Macrophage  Scavenger  Receptor  A      
mPGES1:  Prostaglandine  E  synthase1  (PTGES)  
PAF:  Platelets  activating  Factor  
PDGF:  Platelet  Derived  Growth  Factor  
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PLA2:  Phospholipase  A2  
PAI:  I gène  
PSGL-­‐1:  P-­‐selectin  glycoprotein  ligand-­‐1  
PS:  Phosphatidylsérines    
PDGF:  platelet-­‐derived  growth  factor  
PON:  Paraxonase    
PAF-­‐AH:  PAF-­‐acétylhydrolase  
PG:  Prostaglandine  (E,  I,  F,  D..)  
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receptors  
POVPC:  1-­‐palmitoyl-­‐2-­‐(5-­‐oxovaleroyl)-­‐sn-­‐glycero-­‐3-­‐
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PEIPC:  1-­‐palmitoyl-­‐2(5,6-­‐epoxyisoprostane  E2)-­‐
snglycero-­‐3-­‐phosphprylcholine  
PGPC:  1-­‐palmitoyl-­‐2-­‐glutaroyl-­‐snglycero-­‐3-­‐
phosphorylcholine  
PTD:  Phosphotyrosine  domain  
PF4:  Platelet  factor  4  
Rag1/2:  Recombination  activating  gene  
RANTES:  Regulated  upon  Activation,  Normal  T-­‐cell  
Expressed  and  Secreted  ou  CCL5)  
RE:  Réticulum  endoplasmique    
ROS:  Espèces  réactives  dérivée   
RTC:  Reverse  cholestérol  efflux  
SRS-­‐A  :  Slow  reacting  substance  of  anaphylaxis  
SREBP/  SCAP:  Sterol  regulatory  element  binding  
protein  /  SREBP  cleavage-­‐activating  protein.  
TXA2:  Thromboxane  A2  
TGF-­‐ :  Transforming  growth  factor  beta  
TLR:  Toll  Like  Receptor  
USPIOs:  Ultrasmall  superparamagnetic  iron  oxide  
USF1:  Upstream  stimulatory  factor  1  
VCAM-­‐1:  Vascular  cell  adhesion  molecule  1  
VN:  Vitronectine    
VLA4:  Very  late  antigen-­‐4,   4 1  
VUSPIO:  Versatile  ultrasmall  superparamagnetic  
iron  oxide  
SPIO:  Small  superparamagnetic  iron  oxide  particles  
scFv:  Single  chain  fragment  variable  
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Avant-­‐propos  

recherche  que  Mme  Gisèle  CLOFENT-­‐

la   conception  

,  est  un  projet  multidisciplinaire  qui  fait  appel  aux  compétences  scientifiques  

ster  sans  la  contribution  de  chacun.    

se.  Après  une  brève  introduction  des  différentes  cellules  et  autres  éléments  impliqués  

athérogénèse,  ce  processus  qui  amène  à  

iopathies   ischémiques   et   des  

accidents  vasculaires  cérébraux  dont  nous  pourrions   tous  être  victimes.  De  tels  accidents  sont   très  

pays  industrialisés.  A  c

biomarqueurs  présents  à   la  surface  des  

pour   laquelle  

apparu   indispensable   de   rapporter   les   différentes  

.  De  

tels  que   les  anticorps

phage  

display

vous  exposerai  enfin  le  travail  dans  lequel  je  me  suis  investi  ces  trois  dernières  années.    

La  première  partie  de  la  thèse  concerne  le   in  vivo  

par   des   phages-­‐

in  vivo  de  couples  anticorps  humains/ e.    
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La  deuxième  partie  est  dédiée  au  ciblage  moléculaire  par  IRM.  

un   agent   de   contraste   ciblant   la   P-­‐

sélectine     

Cette  thèse  a  donné  lieu  à  2  articles,  un  en  cours  de  rédaction  et  le  second  récemment  accepté  dans  

le  journal  à  lecture  internationale,  NMR  in  Biomedicine.  
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Chapitre  1  :  Introduction  générale  

I)  Les  Artères  

1.1. Généralités  

.  Seules  

les  artères  de  gros  et  moyen  calibre  sont  susceptibles  de  développer  des   lésions  athéroscléreuses.  

Cependant   il   existe  parmi   ces  artères  des   variations  de   structure,  de  propriétés  mécaniques  et  de  

Leur  paroi   est   constituée  de   trois   tuniques  qui,  de  

dia  et       (figure1.1).  

  

1.2. Les  constituants  de  la  paroi  saine  

1.2.1.   

Elle  constitue  la  tunique  

cellules  endothéliales  liées  entre  elles  par  des  jonctions  serrées  formant  ainsi  une  barrière  sélective  

et  étanche.  La  couche  sous-­‐endothéliale  ou  lame  basale  sur  laquelle  repose  les  cellules  endothéliales  

tes   et   de  

constituants   de   la   matrice   extracellulaire.   Cette   couche   est   séparée   de   la   media   par   la   limitante  

élastique  interne.    

1.2.2. La  media  

Elle   est   principalement   constituée   de   cellules  musculaires   lisses   (CML)   entourées   de   fibres  

élastiques   et   de   collagènes  

limitante  élastique  externe.  

1.2.3.   

de  fibres  de  collagène,  de  fibres  élastiques,  de  CML  et  de  fibroblastes  dans  lesquels  vont  cheminés  

les  vasa-­‐vasorum  irriguant  la  partie  externe  de  la  media.    

1.3. Relation  structure-­‐fonction  des  artères  

Selon   la   localisation  et   la   fonction  des  artères,  on  observe  des  différences  variables  au   sein  de  ces  

trois  tuniques.  

Figure   1.2A).   Au  
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contractilité   rapide   et   efficace   lors   de  

réduire  le  flux  et  limiter  les  fuites  sanguines  (Figure  1.2B).  

Les  artérioles  sont  de  petites  artères  qui   transportent   le  sang  dans   les  capillaires.  Situées  près  des  

artères  d

collagène.   Elles   jouent  un   rôle   important  dans   la   régulation  du   flux  

irriguent   (Figure   1.2C)

de   nutriments   et   de   d

plusieurs  capillaires     (Figure  1.2D).  

  

  

Figure  1.1  :  Artère  de  moyen  et  gros  calibre  avec  ses  trois  tuniques   ès  le  site  internet  de  
Sanofi-­‐aventis  France).  
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Figure  1.2  :  Artère  musculaire  (x250)  colorée  au  trichrome  de  Masson-­‐Orcéine  (coloration  spécifiques  des  fibres  élastiques)  
(A).  Artère  élastique.  La  paroi  est  constituée  d'une  cinquantaine  de  lames  élastiques  parallèles.  Elles  se  caractérisent  toutes  
par  un  trajet  sinueux  (B).  Artériole  colorée  au  trichrome  de  Masson  modifié  Goldner  (x1000)  (C).  Capillaire  sanguin  coloré  
au   Trichrome   de  Masson  modifié   Goldner   (x1000)   (D).   Flèches   pleines  :   fibre   élastique   de   la   média.   Flèches   blanches  :  

  

  

II)     

1.4. Définition  

toire  chronique  qui  atteint  les  vaisseaux  de  

accumulation  de   lipides   (triglycérides  et   cholestérol),   de  glucides   complexes  et  de  débris   sanguins.  

thérosclérose  se  distingue  du  terme  artériosclérose  qui  signifie  vieillissement  des  artères.  

1.5. Séquence  de  développement  de  la  plaque    

Stary  et  a

spumeuses)  dans  les  artères.  Ce  même  auteur  décrit  également  la  présence,  chez  le  jeune  adulte,  de  

formations  surélevées,  linéaires,  parallèles   il  a  qualifié  de  stries  lipidiques.  

Elles   se   distinguent   en   microscopie   par   la   présence   de   macrophages,   de   cellules   spumeuses  

disposées   en   couches   allongées,   quelques   CML   gorgées   de   lipides,   des   Lymphocytes   T   et   des  

gouttelettes   lipidiques   [Stary   et   al.,   1994]   [Stary   et   al.,   2000].   Même   si   ces   stries   lipidiques   sont  

é

A   B   C   D  
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est   capable   de   «  réagir  »   et   de   compenser   la   réduction   de   la   lumière   par   une   dilatation   externe  

(remodelage  vasculaire  externe)  (Figure  1.3).  

Ces  lésions  précoces  peuvent  également  se  compliquer.  Les  leucocytes  qui  y  sont  présents  peuvent  

sécréter   des   métalloprotéinases   (MMP)   qui   vont   dégrader   les   constituants   de   la   chape   fibreuse.  

Celle-­‐

irrigue.   Le   thrombus  peut   se   résor

Cependant   la   thrombine   et   le   PDGF   (Platelet   Derived   Growth   Factor)   générés   au   moment   de   la  

coagulation   vont   stimuler   la   prolifération   et   la   migration   des   CML   alors   que   le   TGF-­‐    présent  

localement  stimule  la  production  de  collagène.  Cette  prolifération  des  cellules  de  la  MEC,  épaissie  la  

chape   fibreuse   qui,   par   voie   de   conséquence,   réduit   la   lumière   vasculaire   (remodelage   vasculaire  

(figure1.3).  

  

Figure  1.3   

  

  

  



18  
  

1.6. Conséquences    

1.6.1. Infarctus  du  myocarde  (IDM)  

à   ère  coronaire  obstruée.  

Elle  se  manifeste  par  une  douleur  thoracique  rétrosternale  souvent  diffuse  avec  irradiation  bilatérale  

et  symétrique.  Elle  résiste  à  la  trinitrine  (puissant  vasodilatateur)  mais  est  soulagée  par  les  opiacées.  

1.6.2. Angine  de  poitrine  (Angor)  

Ce   sont   des   douleurs   thoraciques   en   rapport   avec   des   troubles   de   la   circulation  

calibre   des   artères   coronaires   atteintes   de   remodelage   vasculaire   interne.   La   douleur   est  

  

1.6.3. Accident  Vasculaire  Cérébral  (AVC)  

   plus   souvent   les   carotides   mais   aussi   les   artères  

  :   de   la  

thrombolyse     

1.6.4. Anévrysme  

st  une  dilatation  localisée  de  la  paroi  d'une  artère  aboutissant  à  la  formation  d'une  poche  

de  taille  variable,  communiquant  avec  l'artère  au  moyen  d'une  zone  rétrécie.  Ce  rétrécissement  est  

souvent   le   résultat   de   la   mod

  

1.7. Incidence  

ce  

qui  les  place  au  premier  rang  de  mortalité  dans  les  pays  industrialisés  et  en  voie  de  développement.  

En     (28%)  meurt  chaque  année  des  complications  liées  à  un  AVC  ou  un  

est  plus  élevée  dans  le  nord  du  pays  que  dans  le  sud.  
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1.8. Facteurs  de  risque  

Les  nombreuses  études  épidémiologiques  menées  ces  dernières  années  ont  révélé    des  facteurs  de  

risques  multiples  agissant   le  plus  souvent  en  synergie  et   responsables  de   l'athérosclérose   (Tableau  

1).  Parmi  les  facteurs  de  risques  cités  ci-­‐dessous,  le  taux  élevé  de  cholestérol  sérique  (en  particulier  

les   LDL   et   les   LDL   ayant   subi   des   modifications   oxydatives)   est   certainement   le   plus   important  

puisqu'il   peut   être   à   lui   seul   responsable   du   développement   des   lésions   chez   l'homme   et   sur   les  

modèles  animaux  [Glass  et  al.,  2001]  (Tableau  1.1).  

  

Tableau  1.1:  Facteurs  génétiques  et  environnementaux  associés  à  l'athérosclérose  et  aux  maladies  coronariennes  
le  document  de  thèse  de  Rémy  Robert,  université  Bordeaux  2).  

  

III)       

1.9. Cellules  de  la  paroi  vasculaire  

1.9.1. Les  cellules  endothéliales  vasculaires  

connu   dans   la   régulation   du   fonctionnement   des  

tissus  sous-­‐ NO)  impliqué  
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dont   la  prostacycline   (PGI2),   qui   tout   comme   le  NO,   inhibe   localement   la   contraction  des  CMLs  et  

t  également  citer      EDHF  

(Endothelial   Derived  Hyperpolarising   Factor)  mais   aussi   vasoconstricteurs   comme     

e   I   en  

(PAI)  et  engendrer  ces  effets  vasoconstricteurs.  

perm

leur  forme  et   leur  orientation.  Des  expériences  d'écoulement  sur  un  lit  de  cellules  endothéliales  en  

culture  ont  montré  que  l'activité  métabolique  et  le  taux  de  prolifération  de  ces  cellules  sont  modifiés  

[Malek   et   Izumo.,   1996].   Ces   contraintes   pourraient  modifier   le   flux   de   calcium   pénétrant   dans   la  

cellule  de  la  paroi  vasculaire  et  provoquer  une  libération  de  substances  vasoactives  par  la  cellule. Ce  

phénomène  

encore  tout  à  fait  connus.    

inflammatoires.  Deux  classes  principales  de  récepteurs  sont  exprimées  :  Les  sélectines  (P  et  E)  et  des  

récepteurs  faisant  partie  de  la  superfamille  des  immunoglobulines  (ICAM-­‐1,  ICAM-­‐2  et  les  VCAM-­‐1).  

inflammatoire  qui  sera  détaillé  ultérieurement.  (Voir  section  2.1.).  

effets   régulateurs  de   la   contractilité   vasculaire,   elles   contribuent   au   contrôle  de   au  

un   impact   important   ntraîner   des  

troubles  conséquents.  

1.9.2.  Les  cellules  musculaires  lisses  (CML)  

Les   CML   sont   des   cellules   allongées   (25-­‐50µm   de   diamètre   au   repos),   mononuclées   et  

délimitées  

  cellulaires  de  type  macula  

adherens  et  desmosomes.    

Elles  peuvent  produire,  tout  comme  les  fibroblastes,  les  constituants  de  la  matrice  extracellulaire.  Les  

e  alors  
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myosine.  Un  dysfonctionnement  dans  la  régulation  de  la  tonicité  vasculaire,  due  à  des  anomalies  de  

concentration   intracellulaire  en   calcium,  engendre  une   contraction   exagérée  des  CML   et   aboutit   à  

  

  

1.10. Eléments  de  la  paroi  vasculaire.  

  

1.10.1.  La  Matrice  Extracellulaire  (MEC)  

La   M

entoure   les  cellules  qui   la  synthétisent  et  détermine  en  retour   leur  phénotype.  Dans   les  vaisseaux,  

Les  macromolécules  composant  la  

MEC   sont   regroupées   en   4   catégories  :   les   collagènes,   les   fibres   élastiques,   les   glycoprotéines   de  

structure  et  les  protéoglycanes.  

1.10.1.1.  Les  collagènes  

Ce  sont  les  protéines  les  plus  représentées  dans  la  paroi  vasculaire  (entre  20  à  40%  

sous  familles  :  

 Les   collagènes   de   type   fibrillaire  :   Ce   sont   les   types   I,   II   et   III.   Après   leur   sécrétion   dans   la  

nt   un   polymère   ordonné,   les   fibrilles   de   collagène.   Ces  

  

 Les   collagènes   de   type   non   fibrillaire  :   Ce   sont   les   types   IV,   VIII   et   X.   Le   type   IV   est  

essentiellement  retrouvé  dans  la  lame  basale  où  il  forme  un  réseau  en  multicouches.    

Les  collagènes  de  type  I  et  III  sont  re

basale,  entoure  les  CML  de  la  media  au  cours  de  la  progression  de  la  maladie  [Stary  et  al.,  2000].  

Comme   nous   le   verrons   plus   tard,   le   collagène   a   un   rôle   important   dans   la   liaison   aux   LDLox  

(Oxidized  light  density  lipoprotein).  Enfin,  le  collagène  a  un  rôle  de  renfort  et  de  stabilisation  en  
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  macrophages  présents  au  sein  de  la  

plaque  [Katsuda  et  Kaji,  2003].  

1.10.1.2.  Les  fibres  élastiques  

La   fonction  élastique  des  vaisseaux  est  assurée  par   la  présence  de   fibres  élastiques  

disposées   en   structures   concentriques   et   fenêtrées.   Elles   sont   composée

glycoprotéines   à   structure   microfibrillaire   telles   que   la   fibrilline   1   et   2   et   les   MAGP  

(microfibrillar-­‐associated  glycoprotein).    

soluble,   la   tropoél

extracellulaire  et  y  forment  des  filaments  et  des  feuillets  dans  lesquels  elles  sont  repliées  par  

de  très  nombreuses  liaisons  transversales  assurées  par  la  présence  de  fibrillines  et  de  MAGP.  

U

[Urban  et  al.,  2001].  

-­‐vasculaire  aortique  isolée  ou  associée  au  

syndrome  de  Williams-­‐Beuren  (dû  à  une  microdélétion  de  plus  de  17  gènes  comportant  celui  

  

Un   autre   rôle   important   des   fibres   élastiques   est   la   fenestration   présente   dans   les  

limitantes  élastiques.  Elles  permettent  le  passage  de  substances  nutritives  diffusant  à  travers  

contacts   cellules-­‐cellules   ou   cellules-­‐

ugmentation   du   diamètre   artériel   induite   par   le   flux   sanguin   entraînait   un  

élargissement  des  fenestrations  [Rossi  et  al.,  2007].    

,   la  quantité  de   calcium   (Ca++)  

liée   aux   fibres   élastiques   augmente.   Il     

contractiles  et  toniques  [Katsuda  et  Kaji,  2003].  

  

1.10.1.3.  Les  glycoprotéines  de  structure  

cellulaires.   Les   principales   glycoprotéines   retrouvées   dans   la   paroi   vasculaire   sont  :   La  

Fibronectine,  la  Vitronectine,  la  Laminine,  la  Thrombospondine  et  la  Tenascine.  Elles  ont  des  
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-­‐ res  

études  immunohistochimiques  ont  montré  des  dépôts  plus  importants  de    vitronectine  (VN)  

au   sein  des   lésions  athéroscléreuses   [Guettier  C  et   al.,   1987].  De  plus,      notre   laboratoire  a  

sélectionné,   grâce  à   la   technique  du  phage  display   in  vivo,   un  anticorps  dirigé   contre   cette  

  

La  VN  existe   sous  2   formes,  une   forme   soluble   retrouvée  dans   le  

foie,   elle   a   été   retrouvée   dans   les   granules   de   sécrétion      des   plaquettes   sanguines.   De  

ifiées  de  vitronectine  au  sein  des  

v 3  et   v 5  [Dufourcq  et  

al.,  1998].   bien  établi  [Dufourcq  

et      al.,   2002],   autant   il   est   cont Des  

études  menées  chez  des  souris    VN-­‐/-­‐  ont  suggéré  que  la  VN  inhibait  la  réponse  thrombotique  

in   vivo  

prothrombotique  en  inhibant  le  principal   inhibiteur  de  la  fibrinolyse  (PAI-­‐1)  avec  lequel  elle  

e  soit  plasmatique  

  

1.10.1.4.  Les  protéoglycanes  

chaines   de  

Glycosaminoglycanes  (GAG)  liées  de  façon  covalente  à  un  noyau  protéique.  Leur  structure  à  

la  fois  protéique  et  glucidique  explique  leurs  grandes  capacités  à  interagir  avec  les  protéines  

matricielles  et  cellulaires.  Ainsi,  on  peut  aisément  expliquer  les  propriétés  physiologiques  de  

la  paroi   artérielle  en   terme  de  viscoélasticité  et  de   résistance  aux   contraintes  mécaniques.  

Des   études   de   marquage   immunohistochimique   de   différentes   protéoglycanes   durant   le  

xistait   une   distribution   différente   de   ses  

composés,  selon  le  stade  de  progression  de  la  maladie.  Par  exemple,   les  hyaluronans  et   les  

versicans   sont   présents   au   stade   précoce   de   la   maladie   alors   que   les   biglycans   et   les  

decorines   le   sont   dans   un   stade   plus   avancé   [lévesque   et   al.,   1994][Riessen   et   al.,  

1994][Kolodgie  et  al.,  2002].  
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1.11. Cellules  circulantes  du  sang  

1.11.1.  Les  monocytes  et  macrophages  

CX3CR1   et   des  molécules   de  

surface  Ly-­‐6C  et  Ly-­‐6G,  on  distingue  2  populations  de  monocytes.   Initialement  ces  populations  ont  

myéloïde  Gr-­‐1   [Geissmann  et   al.,   2003].   Fonctionnellement,   ces  2  populations   se   caractérisent  par  

leur  capacité  à  coloniser  des  zones  inflammatoires  (phénotype  Ly-­‐6Chigh  CX3CR1low  Gr-­‐1high)  ou  à  servir  

de   précurseur   aux   macrophages   résidents   ou   aux   cellules   dendritiques   (phénotype   Ly-­‐6Clow  

CX3CR1high  Gr-­‐1low)  [Mestas  et  Ley,  2008].  De  récentes  études  expérimentales  ont  montré  que  seules  

les   Ly-­‐6Chi  

macrophages  [Swirski  et  al.,  2007].  De  plus,  il  a  été  rapporté  dans  cette  même  étude  que  des  souris  

mises  sous  régime  hypercholestérolémiant  montrent  2  fois  plus  de  cellules  Ly-­‐6Chi  dans  le  sang  et  la  

rate,   suggérant   un   mécanisme   de   différenciation   spécifique   des   monocytes   appelé  

hypercholesterolemia-­‐associated  monocytosis  (HAM).  

1.11.2.  Les  lymphocytes  T  

souris   immunodéficientes  Rag1-­‐/-­‐  Rag2-­‐/-­‐   (gènes  de  recombinaison)  scid/scid  avec  des  souris  ApoE-­‐/-­‐  

ou     LDLR-­‐/-­‐  et  ont  étudié  le  développement  de  la  maladie  en  les  comparant  avec  des  souris  ApoE-­‐/-­‐.  

Les  souris  immonodéficientes,  ne  présentant  pas  de  Lymphocytes  T,  développent  moins  de  plaques  

6].   En   injectant   aux   souris  

immunodéficientes   une   population   de   Lymphocytes   T   CD4+,   Zou   et   al   ont   montré   que   les   souris  

développaient   à   nouveau   la   maladie   indiquant   ainsi   que   les   lymphocytes   CD4+   ont   un   effet   pro-­‐

athérogénique.  [Zhou  et  al.,  2000].  

Parmi  les  CD4+,  on  distingue  les  LTh1  et  LTh2,   aïve  ou  T0.  Les  Th1  

-­‐  

-­‐12   qui   ont   un   effet   pro-­‐ e   et   les  

macrophages  [Hansson  et  libby,  2006].  La  délétion  du  gène  codant  pour  IFN   ou  son  récepteur  chez  

  

-­‐12,   son  

admi     

[Lee   et   al.,   1999].   Enfin,   en   absence   du   facteur   de   transcription   T-­‐bet   responsable   de   la  
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différenciation   des   Th1,   la   progression   de   la   maladie   est   plus   lente   [Buono   et   al.,   2005].  

Contrairement  à   la  voie  des  Th1,   les  Th2  sont  considérés    comme    anti-­‐athérogéniques.  Activés  par  

-­‐ -­‐5,      cytokine   considérée   comme   protectrice   contre   le  

R-­‐/-­‐  IL5-­‐/-­‐  montrent  clairement  une  aggravation  de  

la  maladie  [Binder  et  al.,  2004].  

Les   Lymphocytes   Treg   sont   un   autre   type   de   cellules   CD4+   retrouvées   sur   le   site   des   lésions  

propriétés  anti-­‐athérogéniques.  En  effet,  des  souris  doubles  mutantes  ApoE-­‐/-­‐   -­‐/-­‐  [Grainger  et  
-­‐/-­‐   [Lutgens   et   al.,   2002]   développent   sensiblement   plus   de  

-­‐10.    Des      souris      IL-­‐10-­‐/-­‐  ont  un  taux  très  

faible   de   collagène   dans   leur   plaque   dû   à   une   activité   importante   des   protéases.   [Caligiuri   et   al.,  

2003].  

Une  autre  voie  rapportée  dans  la  littérature  est  celle  de   -­‐23-­‐IL17.  Bien  que  plusieurs  données  

-­‐athérogène,   quelques   études   rapportent   des   résultats  

contraires  [Chen  et  al.,  2010][Hansson,  2009][Taleb  et  al.,  2010].      

1.11.3.  Les  cellules  B  

Il  y  a  très  peu  de  Lymphocytes  B  dans  la     et  al.,  2006]  mais  de  

grandes   quantités   ont   été   décrites   dans   la   région   périadventicielle   des   artères,   riche   en   infiltrats  

lymphoïdes   [Grabner   et   al.,   2009] -­‐

se   de   préparations  

le   développement   des   plaques   chez   des   souris   ApoE-­‐/-­‐   [Nicoletti   et   al.,  

1998].   Une   splénectomie   réalisée   chez   ces  mêmes   souris   aboutit   à   une   augmentation   des   lésions  

Caligiuri  et  al.,  2002].  Une  autre  étude  réalisée  sur  des  

souris  doubles  KO  LDLR-­‐/-­‐  Rag1-­‐/-­‐    décrit  un  

uniquement   [Li   et   al.,   2001].   Ces   effets   seraient   en   partie   dus   à   la   production   par   les   cellules   B  

Schiopu  et  al.,  2004].  Récemment,  Aït-­‐oufella  et  al  ont  rapporté  

des  résultats  en  contradiction  avec  ceux  décrits  dans  la  littérature.  Ils  décrivent  que  la  déplétion  des  

CD20,   réduit   significativement  

érosclérose  chez  plusieurs  modèles  murins  de  la  maladie.  Bien  que  cette  déplétion  préserve  la  

-­‐

LDLox  et  de  Lymphocytes  T  infiltrés  dans  la  plaque.  Cet  effet  est  également  couplé  à  une  réduction  
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-­‐

athéroprotectrice  [Aït-­‐oufella  et  al.,  2010].  

1.11.4.  Les  plaquettes  sanguines  

erg  et  al  ont  été   les  

premiers   à   démontrer   in   vivo

carotidiennes   de   souris   ApoE-­‐/-­‐ l.,  

2002].  Ensuite  Burger  et  Wagner  ont  montré  que  cette  adhésion  se  faisait  via  la  P-­‐selectine  [Burger  

et  wagner.,  2003].  Enfin,  Huo  et  a   

transfusaient  de  façon  répétée  des  souris  ApoE-­‐/-­‐  avec  des  populations  de  plaquettes  activées  [Huo  et  

a

agissaient  aussi  comme  un  élément   initiateur  de   la  pathologie.  La  plaquette   jouerait  également  un  

,  

Koller   et   al,   avaient   montré   la   capacité   des   plaquettes   à   lier   et   internaliser   des   LDL   grâce   à   des  

récepteurs  différents  des  récepteurs  aux  LDL  classiques  (LDLR)  [Koller  et  al.,  1982].  Dans  une  revue  

récente,   Siegel-­‐Axel   et   al   identifient   ces   récepteurs   comme   étant   les   récepteurs   scavenger,  

notamment  de  la  classe  B  (CD36,  SR-­‐BI,  SR-­‐BII  et  CLA-­‐1)  et  de  la  classe  E  (LOX-­‐1)  [Siegel-­‐Axel  et  al.,  

2007].  Les  récepteurs  scavenger  de  type  A,  présents  cette  fois-­‐ci  à  la  surface  des  macrophages,  sont  

responsables,  entre  autre,  de  la  phagocytose  des  plaquettes  sénescentes  [Brown  et  al.,  2000].  Siegel-­‐

Axel   et   al   proposent,   que   les   macrophages   pourraient   utiliser   cette   voie   pour   phagocyter   les  

plaquettes   ayant   internalisé   des   LDL   [Siegel-­‐Axel   et   al.,   2007].   Ce   processus   constituerait   une   voie  

parmi   les   nombreuses   qui   permettent   la   formation   de   cellules   spumeuses   au   sein   de   la   plaque  

(Figure  1.4).  
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Figure  1.4  :  Rôle  hypothétique  des  plaquettes  dans  la  formation  de  cellules  spumeuses.  Les  plaquettes  lient  les  LDL  dans  le  
nt  

altère  le  fonction   qui  en  sécrétant  des  chemokines,  recrute  des  monocytes.  Ces  derniers  
sont   capables   de   phagocyter   les   plaquettes   gorgé laire   où   elles   se  
développent  en  macrophages.  Les  LDL  natifs  (Orange)  sont  modifiés  en  LDLox  (jaune)  par   les  cellules  endothéliales  et   les  

les  
macrophages  expriment  des  récepteurs  scavenger  qui  peuvent  lier   les  LDLox.  Dans  les  sites  lésionnels,  les  LDLox  diffusent  

s   par   les   plaquettes   après   avoir   été  
internalisés   de  des   récepteurs   scavenger.   Toutes  ces   voies   amènent   à   la   formation  de   cellules   spumeuses   (ici   foam  
cell).  [Siegel-­‐Axel  et  al.,  2007].  

  

IV)  Les  lipides  

1.12.  Généralités    

Les   lipides   sont   essentiels   à   toutes   les   cellules   du   vivant,   ils   sont   la   source   prin

malonyl-­‐CoA  et  aboutit  à  la  formation  du  palmitate  (C16  :0)  qui  est  le  précurseur  de  toute  une  série  

de  lipides  à  longue  chaîne  carbonée.  Par   (oméga  6),  

principal  précurseur  des  lipides  dits  «  régulateurs  »  ou  Eicosanoïdes.  
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1.13.  Les  Eicosanoïdes    

Les   constituants  majeurs   de   la  membrane   plasmique   sont   les   phospholipides.   Les   phospholipases  

cellulaires,  et  tout  particulièrement  la  phospholipase  A2  (PLA2

et  dégradent  les  phospholipides  en  acide  arachidonique  (AA).  AA  a  une  courte  demi-­‐vie  et  peut  être  

métabolisé  de  deux  façons  :  par  la  voie  de  la  cycloxygénase  (Cox)  ou  de  la  lipoxygénase  (LO).  La  voie  

des  Cox  produit  des  prostaglandines,  principalement  des  prostacyclines  et  thromboxanes  alors  que  la  

voie  des  lipoxygénases  produit  principalement  des  leucotriènes  (Figure  1.5).  

  

  

Figure   1.5  :   Les   voies  métaboli Pour   les   abréviations,   se   référer   au   texte   ou      des  
abréviations  page  8.  
  

  

1.13.1.  La  voie  des  cycloxygénases  et  ses  dérivés  prostanoïques  

Les   Cox   sont   localisées   principalement   le   long   du   réticulum   endoplasmique   (RE)   et   de  

-­‐

décrite  en  1991  avec  la  distinction  de  la  Cox-­‐1,  enzyme  constitutive  et  la  Cox-­‐2,  enzyme  inductible.  Le  

gène  de  la  Cox-­‐2  est  stimulé  par  de  nombreux  médi -­‐1.  

-­‐Kinases  qui  à  son  tour,  

-­‐1  et-­‐2)  

dans   tous   les   tissus   ou   uniquement   par   la   Cox-­‐
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1997][Jackson   et   al.,   2000].         Ainsi   la   Cox-­‐2   est   schématiquement   impliquée   dans   les   processus  

pathologiques   (inflammation   et   certains   cancers)   alors   que   la   Cox-­‐1   serait   prédominante   dans   les  

-­‐2   est   importante   pour   éviter   les   effets   secondaires   dus   à  

ox-­‐1  par   les  anti-­‐inflammatoires  non  stéroïdiens   (AINS).   (cf  chapitre  

ciblage  thérapeutique).    

Les   prostaglandines   (PG)   sont   une   famille   de   molécules   lipidiques   solubles   à   activité  

hormone-­‐

exemple,   les  monocytes  et  macrophages  produisent  aussi  bien  les  PGE2  que  les  PGD2  alors  que  les  

neutrophiles   ne   produisent   que   les   PGE2,   et   les   mastocytes   les   PGD2.   Les   PGE2   favorisent   la  

perméabilité  vasculaire  et  sont  pyrogènes  alors  que  la  PGI2  ou  prostacycline  peut  être  produite  par  

TXA2  ou  thromboxane  A2  

est  un  puissant  vasoconstricteur  produit  par  les  monocytes,  macrophages  et  plaquettes  sanguines.    

  

1.13.2.  La  voie  de  la  lipoxygénase  

1.13.2.1.  La  5-­‐Lipoxygénase  

LT)   sont   issus  de  

-­‐lipoxygénase  (5-­‐LO).  Ils  sont  produits  essentiellement  par  les  mastocytes  et  

les  divers  

limité   aux   phénomènes   inflammatoires.   La   5-­‐

nucléaire   au   contact   de   la   5-­‐LO   activating   protein   (FLAP)   avec   lequel   elle   co-­‐localise.   Le  

complexe  5-­‐ 5-­‐HETE  puis  

en  LTA4  (figure  1.5

LTC4  qui  subit  alors  des  modifications  pour  donner  LTD4,  LTE4  et  LTF4.    Ces  

dernières  molécules,   appelées   initialement   SRS-­‐A   (slow   reacting   substance   of   anaphylaxis)  

  

1.13.2.2.  Les  12/15-­‐Lipoxygénases  

Les  12/15  lipoxygénases  (12/15-­‐

qui   sont   le   12-­‐hydroxyperoxyeicosateraenoic   (12-­‐HPETE)   et   15-­‐HPETE   (Figure   1.5).   Ces   2  
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ifiés,  notamment  ceux  présents  dans  les  

particules   LDL   (Light   density   lipoprotein)   [Huo   et   al.,   2004][Leitinger,   2003].   La   15-­‐LO   peut  

hydroperoxy-­‐octadecadienoic  

[Leitinger,   2003]   (Figure   1.6) inhibition   pharmacologique   de   la   15-­‐LO   résulte   en   une  

même,  des  souris  ApoE-­‐/-­‐,  LDLR-­‐/-­‐  ou  apobec1-­‐/-­‐      )  et  

LDLR-­‐/-­‐   déficientes   en   15-­‐LO   voient  

significativement   retardés   [Cyrus  et   al.,  1999].  Les  parois  vasculaires  humaines  contiennent  

également  la  12-­‐ -­‐sens  de  12-­‐LO  diminue  

ctivité  chemoattractive  des  monocytes   induite     (LDLox)   [Navab  et  

al.,   2000].   HPODE   et   HPETE   ont   été   montrés   comme   responsables   de   la   formation   de  

phospholipides  oxydés  (POVPC,  PEIPC  et  PGPC)  à  partir  de  phospholipides  non  oxydés  PAPC  

présents  dans   la  particule  de  LDL   [Navab  et   al.,  2000]  (Figure  1.6).  Comme  nous  le  verrons  

plus   tard,   ces   LDLox  

endothéliale,  de  gènes  pro-­‐inflammatoires  tels  que  MCP-­‐1  et  IL-­‐8  [Cushing  et  al.,  1990].  De  

plus   les   LDLox   peuvent   lier   les   récepteurs   scavenger   CD36   présents   à   la   surface   des  

macrophages,  contrairement  aux  LDL  natifs  [Podrez  et  al.,  2002].  

  

Figure  1.6  :     est  représenté  dans  les  molécules  de  
LDL  natifs.  La  voie  de  la  12-­‐

-­‐oxydatives  (CE-­‐OOH).  CE-­‐OOH  peut  alors  oxyder  PAPC  et  donner  
PEIPC,  PGPC  et  POVPC  qui   forment   la  molécule  de  LDLox.     PAPC  :  1-­‐palmitoyl-­‐2-­‐glutaroyl-­‐sn-­‐glycero-­‐3-­‐phosphorylcholine,  
PEIPC  :   1-­‐palmitoyl-­‐2(5,6-­‐epoxyisoprostane   E2)-­‐snglycero-­‐3-­‐phosphprylcholine,   POVPC  :   1-­‐palmitoyl-­‐2-­‐(5-­‐oxovaleroyl)-­‐sn-­‐
glycero-­‐3-­‐phosphorylcholine,   HPETE  :   hydroxyperoxyeicosateraenoic,   HPODE  :   acide   hydroperoxy-­‐octadecadienoic,   CE-­‐
OOH  :  cholesteryl   linoleate  hydroperoxyde.  Les  ratios  de  masses  ioniques  (m/z)  sont  donnés  à  titre  indicatif  [Navab  et  al.,  
2001].  
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1.13.3.     

PAF -­‐o-­‐alkyl-­‐phospholipide   (qui   est   un   analogue   de   la  

phosphatidylcholine).   Le   PAF,   médiateur   lipidique   agit   sur   plusieurs   cellules,   notamment   les  

plaquettes  sanguines  où  il  joue  un  rôle  dans  l   

1.14.  Le  cholestérol  

De  nos  jours,  le  cholestérol  est  sans  nul  doute,  le  lipide  le  plus  médiatisé.  Bien  que  sa  réputation  soit  

essentiel   pour   le   bon   fonctionnement   de   notre   organisme.   Il   est   présent   dans   les   membranes  

cellulaires  où  il  réduit  la  fluidité  de  la  bicouche  lipidique.  Il  est  également  le  précurseur  de  plusieurs  

molécules   telles   que   les   hormones   stéroïdes,   la   vitamine  D   ou   les   acides   biliaires.   Son   origine   est  

alimentation  procure  entre  200  et  500mg  de  cholestérol.  Il  peut  également  être  absorbé  de  la  

-­‐1200mg/j)   ou   provenir   de   la   desquamation   des   cellules   épithéliales  

à  100mg.  Un  total  de  900mg  devr

[Levy  et  al.,  2007].  

alentours  de  100  à  300mg/dl   (2.5-­‐7.5  mmol/l).  Dans  plusieurs  pays   asiatiques,   cette   concentration  

-­‐Unis,  elle  est  généralement  au-­‐

delà  de  cette  valeur  [Mackay  et  Mensah,  2004].  A  la  naissance,  les  taux  de  cholestérol  sériques  sont  

stables  pour  toutes  les  

complexé  à  des  lipoprotéines  formant  ainsi  un  complexe  macromoléculaire  capable  de  migrer  entre  

les  tissus.  Les  principales  lipoprotéines  sont  les  chylomicrons,  les  VLDL,  LDL  et  HDL. 

1.15.  Les  Lipoprotéines  

  Le   transport   des   lipides   dans   le   sang   est   rendu   possible   grâce   aux   lipoprotéines.   Ce   sont   des  

complexes   macromoléculaires   composés   de   protéines,   les   apolipoprotéines   (apo)   et   de   lipides  

(phospholipides,  cholestérol,  ester  de  cholestérol  et  triglycérides)  (Figure  1.7).  



32  
  

Les   lipoprotéines   sont   classées   selon   l

électrophoréti

le  tableau  suivant  (Tableau  2.2).  

Type  de  
lipoprotéines  

Mobilité  
électro-­‐

phorétique  

Densité  
(g/ml)  

Taille  
(nm)  

Proportion  
EC/TG  

Principales  
apolipoprotéines  

Chylo-­‐  
microns  

Pas  de  
migration  

0,93   75-­‐1  200   1/19,1   B48,  E,  C,  AI  

VLDL      0,93-­‐1,006   30-­‐80   1/3,3   B100,  E,  C  
IDL      1,006-­‐1,019   27-­‐5   l/3,5   B100,  E  
LDL      1,019-­‐1,063   18-­‐27   1/0,23   B100  
HDL2      1,063-­‐1,125   9-­‐12   1/0,22   AI,  AII,  C  
HDL3      1,125-­‐1,210   07-­‐9   1/0,19   AI,  AII,  C  

      1,210-­‐1,250   <7  
(disques)  

nd   AI  

Lp(a)      1,040-­‐1,115   25      B100,  (a)  
Tableau  2.2:  Caractéristiques  physicochimiques  des   lipoprotéines  plasmatiques  humaines   (Toussaint,     2003).  EC:  ester  de  
cholestérol,  TG  :  triglycéride.  

  

Figure   1.7   poprotéines   transportent   dans   le   sang   les   graisses  
liposolubles  pour  les  faire  parvenir  aux  organes  cibles.  le  noyau  de  la  lipoprotéine  contient  des  triglycérides,  du  cholestérol  

Principles  of  Biochemistry  4th  Editoin  -­‐  D  L  Nelson,  Cox  Lehninger  -­‐  W  H  Freeman  2004)  

1.16.  Transport  du  cholestérol  dans  le  sang  

Les  chylomicrons   testin  grêle.  Ce  sont  

des   lipoprotéines   de   grande   taille,   riches   en   triglycérides   et   cholestérol.   Les   triglycérides   sont   les  

8,   un   processus   dépendant   des  MTP   (Microsomal   triglycerid  
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transfert   protein)   pour   la   formation   des   chylomicrons   [Olofsson   et   al.,   2000].   Le   cholestérol  

alimentaire   est   également   absorbé   par   les   entérocytes  

ACAT   (Acyl  coenzyme  A-­‐cholesterol  acetyl-­‐transferase)  puis  complexé  aux  triglycérides  pour  former  

LPL   -­‐II.   Ces   enzymes,   synthétisées   par   les   tissus   périphériques,  

restent  fixées  aux  cellules  endothéliales,  flottant  librement  dans  la  lumière  des  capillaires  irrigant  ces  

tissus.   Les   acides   gras   libérés   lors   de   l'hydrolyse   des   triglycérides   pénètrent   dans   les   tissus   sous-­‐

jacents  où   ils  sont  utilisés  comme  substrats  énergétiques.  Les  chylomicrons  rémanents,  c'est-­‐à-­‐dire,  

débarrassés  de  leurs  triglycérides  peuvent  être  soit  internalisés  par  les  tissus  périphériques  ou  alors,  

dégradés  par  le  foie  qui  les  captent  grâce  aux  LDLR  (LDL  receptor)  et  LRP  (LDL-­‐like  receptor)  [Cooper  

processus,   les   apoA-­‐

des  HDL  (Figure  1.8).    

L

endoplasmique.   La   dégradation   des   VLDL   est   identique   à   celle   des   chylomicrons,   dépendante   des  

lipoprotéines   lipases.   Celles-­‐ci   sont   activées   par   les   apoC-­‐II   présentes   à   la   surface   des   VLDL   et  

l'hydrolyse  des  triglycérides  assure  un  apport  régulier  d'acides  gras  aux  tissus  adipeux  et  musculaires.  

Dans  la  circulatio

CETP   présente   dans   le   plasma   humain.   La   relative   résistance   des   rongeurs   à  

de  modèles  de  souris   transgéniques  dans  les   laboratoires  de  recherche  a  permis  de  résoudre  cette  

(Figure  1.8).    

La   majorité   des   VLDL   rémanentes   est   dégradée   par   le   foie.   Cependant,   la   perte   partielle   des  

-­‐VLDL),  qui  peuvent  à  leur  tour,  soit  

récepteurs  utilisés  par  les  chylomicrons.  Enfin  une  perte  plus  importante  de  triglycérides  engendre  la  

formation  de      lipoprotéines  de  faible  densité  (LDL).   Les  LDL  sont  de  petite  taille,  riches  en  ester  de  

cholestérol   et   capables   de   pénétrer   les  microvaisseaux   pour   la   distribution   du   cholestérol   au   sein  

même  des  organes   (exception   faite  du  système  nerveux   central).   Elles   reconnaissent   les   LDLR   (des  

tissus  périphériques)  ou  les  LDLR  et  LRP   .  

cellulaire  des  LDL  par   les  LDLR  a  été  décrit  pour   la  première   fois  par  Goldstein  et  Brown  qui   leur  a  

valu   le   prix  Nobel   en   1985.   Les   LDL   se   fixent   à   leur   récepteur   situé   dans   des   puits   recouverts   de  

  recyclés  et  
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reéxprimés  à  la  surface  cellulaire,  les  vésicules  riches  en  LDL  sont  fusionnées  avec  les  lysosomes  pour  

leur   dégradation   enzymatique   [Goldstein   et   Brown,   1973].  

des   concentrations   intracellulaires   en   cholestérol.   Ainsi,   lorsque   la   concentration   en   cholestérol  

intracellulaire   est   faible,   le   complexe   SREBP/   SCAP   (sterol   regulatory   element   binding   protein   /  

SREBP  cleavage-­‐activating  protein),  devient  apparent  à  la  surface  du  réticulum  endoplasmique  (RE).  

SREBP   subit   alors   deux   clivages  protéolitiques   réalisés  par   Site-­‐1   protease   (S1P)   et   Site-­‐2   Protease  

(S2P).   Le   domaine   cytosolique   de   SREBP   est   ensuite   transloqué   d

transcription  de  gènes  codant  entre  autres  pour  le  récepteur  aux  LDLs  et  pour   -­‐CoA  réductase  

(3-­‐hydroxy-­‐3-­‐methyl   glutaryl   CoA   réductase)   qui   intervient   dans   la   biosynthèse   du   cholestérol.   A  

contrario,  lorsque  la  concentration  de  cholestérol  intracellulaire  est  élevée,  le  complexe  SREBP/SCAP  

est  retenu  sur  la  membrane  du  RE,  ne  permettant  pas  la  transcription  de  ces  mêmes  gènes  [Brown  et  

al.,  1999].    

un  stress  oxydatif  pouvant  modifier  la  structure  des  lipides  polyinsaturés.  Les  phospholipides,  et  plus  

LDLox  

   constitue   les   LDLox   subit   également   un   changement  

récepteurs  présents  à  la  surface  du  macrophage,  les  récepteurs  scavenger.  Une  des  caractéristiques  

de   ces  

LDLR.   Il   y   a   au   moins   6   classes   de   récepteurs   scavenger   (de   A   à   G)   exprimés   à   la   surface   des  

macrophages.  Des  souris  déficientes  pour  les  récepteurs  SR-­‐A  (SR-­‐A1  et  SR-­‐A2),  CD36,  SR-­‐BI,  LOX-­‐1  

ou  CXCL16/SR-­‐PSOX  

[Aslanian  et  Chao.,  2006].  Cependant,  malgré   la  baisse  significative  de  cellules  spumeuses  dans   les  

souris  SRA-­‐/-­‐,  CD36-­‐/-­‐  et  CXCL16-­‐/-­‐  in  vitro,  les  études  in  vivo  ont  montré  des  résultats  contrastés  ce  qui  

[Aslanian  et  Chao.,  2006].  

Bien  que  les  cellules  périphériques  arrivent  parfaitement  à  acquérir  du  cholestérol  et  le  métaboliser,  

le  cholestérol  excédentaire.  Le  cholestérol  est  alors  ramené  au  foie  par  une  voie  appelée  voie  réverse  

du  transport  de  

-­‐

porteur  ABCA1   (ATP  binding  

cassette  A1)  au  niveau  des  tissus  périphériques  (incluant  les  macrophages)  et  le  foie  [Fitzgerald  et  al.,  
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LCAT   (Lysolecithin   cholesterol   acetyltransferase)   estérifie   le   cholestérol  

présent   dans   ces   particules   naissantes   pour   leur   transformation   en   particule   HDL   discoïdales  

matures.  ABCG1  est  un  autre  transporteur  ABC  capable  de  charger  les  HDL  en  cholestérol  depuis  les  

par   les  

macrophages  de  la  paroi  vasculaire.  Le  cholestérol  contenu  dans  les  HDL    (HDL-­‐C)  peut  être  lié  par  les  

récepteurs  scavenger  SR-­‐B1  du   foie  pour  sa  dégradation  et  sa   transformation  en  acide  biliaire.  Ces  

acides  biliaires  tout  comme  le  cholestérol  libre  peuvent  être  alors  excrétés  dans  le  tractus  digestif  via  

ABCG5/ABCG8.  

  

Figure  1.8  :  Transport  du  cholestérol  dans   le   sang.  Pour  plus  de   renseignements,   se   référer  au   texte   [Charlton-­‐Menys  et  
Durrington,  2007].  
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Chapitre  2  :  Athérogénèse  

2.1.  Initiation  

Les   cellules   endothéliales   sont   constamment   exposées   à   un   ensemble   de   forces   hémodynamiques  

remaniements   structuraux.   Ainsi,   dans   les   zones   tubulaires   des   artères   où   le   flux   est   laminaire   et  

uniforme,  les  cellules  endothéliales  sont  ellipsoïdes  et  sont  alignées  dans  la  direction  du  flux  [Lusis.,  

2000].   Au   niveau   des   embranchements   où   le   flux   est   perturbé,   elles   adoptent   une   forme   plus  

polygonale  sans  orientation  particulière.  Ces  régions,  de  par  la  disposition  des  cellules  endothéliales,  

zones  

plus  importante  que  le  taux  de  cholestérol  sérique  est  élevé.  En  effet,  les  données  recueillies  depuis  

[Steinberg,  2002].    

-­‐1,   ICAM-­‐1,   E-­‐

-­‐15  

lipooxygenase-­‐/-­‐  et  ApoE-­‐/-­‐  montrent  une  diminution  drastique  des  atteintes  athéroscléreuses  [Cyrus  

xygénases   greffent   une  molécule  

polyinsaturés   (

arachidonique).   Cette   voie   métabolique   produit   des   lipides,   précurseurs   de   leucotriènes   tels   que  

tre  transférés  à  la  surface  des  membranes  cellulaires  ou  dans  

à  leur  contact.    

ine  N-­‐terminal  peut  lier  les  

protéoglycanes  de   la  matrice   [Glass  et  al.,  1995],  notamment   les  chondroitine-­‐sulfates   [Galis  et  al.,  

1993].   Lorsque  des  mutations  sont  apportées  au  niveau  de   cette  extrémité  N-­‐terminale,   les   souris  

développent  sensiblement  moi al.,  2002].  De  plus,  ces  LDLox  ne  se  lient  pas  

aux   récepteurs   aux   LDL   classiques   (LDLR)   comme   les   LDL   natives   mais   aux   récepteurs   scavenger  

présents  à  la  surface  des  macrophages  et  des  CML  [Daugherty,  1995].    
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2.1.1.  Recrutement  des  plaquettes  

Sous  l'effet  de  ces  composés  oxydés  et  du  flux  sanguin,  la  cellule  endothéliale  va  exprimer  un  

ensemble  de  molécules   inflammatoires  à   sa   surface  et  dans   son  environnement  proche.  Ceci   aura  

pour  conséquence  le  recrutement  des  cellules  du  sang  [Cybulsky,  1991].  Il  a  été  montré   in  vivo  que  

les   premiers   éléments   présents   sur   le   site   de   l'inflammation   étaient   les   plaquettes   sanguines  

[Massberg,   2002]   et   que   -­‐sélectine   endothéliale   et   ses   ligands  

plaquettaires  :   la   PSGL-­‐1   (P-­‐selectin   glycoprotein   ligand-­‐1)   et   la   GPIb    [Burger   et   wagner.,   2003]  

[Johnson  et  al.,  1997].  (Figure  2.1).  

fibrinogène   ( v 3   sur   les   cellules   endothéliales),   va   entraîner   leur  

activation  et  la  libération  sur  le  site  des  chemokines  plaquettaires  que  sont  RANTES  (Regulated  upon  

Activation,  Normal  T-­‐cell  Expressed  and  Secreted  ou  CCL5),   le  PF4  (platelet  factor  4  ou  CXCL4)  et   le  

CD40L  plaquettaire,  qui  en  se  fixant  sur  CD40  au  niveau  des  cellules  endothéliales  va  aussi  provoquer  

la   libération   de   MCP-­‐1,   de   l'IL-­‐8   et   de   protéases   telles   que   uPAR,   et   des   MMP   (Matrix  

MetalloProtease)   [Huo   et   al.,   2003],   [Gawaz   et   al.,   2005].   L'action   combinée   des   LDLox   et   des  

plaquettes   va   donc   stimuler   la   synthèse   de   cytokines   inflammatoires   par   la   cellule   endothéliale  

IL-­‐1   et  de  facteurs  de  croissance  comme  le  M-­‐CSF.  Le  M-­‐CSF  a  un  effet  sur   le  phénotype  

des  cellules  endothéliales  en  les  rendant  pro-­‐athérogènes  et  favorise  le  trafic  des  leucocytes  (figure  

2.2).   L'IL-­‐1   

nombre   de   gènes   de   l'inflammation   comme   VCAM-­‐1,   ICAM-­‐1   ou   MCP-­‐1   impliqués   dans   le  

recrutement  des  leucocytes  circulants  [Merhi-­‐Soussi  et  al.,2005].  
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Figure  2.1  :  I   

  

  

Figure  2.2  :     
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2.1.2.  Recrutement  des  monocytes  

L'expression   des  molécules   pro-­‐inflammatoires   va   entraîner   le   recrutement   des   leucocytes  

(essentiellement   des   monocytes   et   des   lymphocytes)   sur   le   site.   Les   leucocytes   roulant   sur  

l'endothélium   vont   interagir   avec   les   plaquettes   déjà   présentes,   ou   avec   l'endothélium   activé.   Ce  

processus  d'athérogénèse  médiée  par  les  plaquettes  est  schématisé  dans  la  figure  2.3.    

La  première  étape  correspond  à  un  contact  réversible  entre  les  molécules  membranaires  des  

trois   types   cellulaires.   Il   s'agit   d'une   interaction   réversible   entre   sélectines   (E-­‐sélectine   sur  

l'endothélium,   L-­‐sélectine   sur   les   leucocytes   et   P-­‐sélectine   sur   les   plaquettes)   et   oligasaccharides  

(glyCAM-­‐1   sur   l'endothélium,   sialyl   Lewis   et   PSGL-­‐1   sur   les   leucocytes).   La   deuxième   étape   est  

l'adhérence   irréversible   des   leucocytes   sur   l'endothélium   et   sur   les   plaquettes.   Il   y   a,   à   ce   niveau,  

interaction  entre  les  intégrines  des  leucocytes  (LFA-­‐1,  Mac1,  VLA-­‐4)  et  leur  ligands  sur  l'endothélium  

(ICAM-­‐2,  ICAM-­‐1,  VCAM-­‐1).   ex  vivo,  des  anticorps  bloquant  VLA-­‐4  ou  VCAM-­‐1  sur  

des  carotides  de  souris  ApoE-­‐/-­‐  entraînait  une  inhibition  de  75%  du  roulement  des  monocytes.  [Ramos  

et   al.,   1999].   La   troisième   étape   est   la   diapédèse   des   leucocytes,   c'est-­‐à-­‐dire   leur   migration  

transendothéliale   [Springer,   1994]   Cette   migration   nécessite   un   gradient   de   chemoattractants.  

Plusieurs   chemokines   semblent   être   impliquées   dans   ce   processus  dont   la   MCP-­‐1   (Monocyte  

chemoattractant  protein-­‐1)  et  son  récepteur  CCR2  [Libby,  2002].  Des  études   in  vivo  avec  des  souris  

CCR2R-­‐/-­‐  dans  des  souches  développant  la  maladie  montrent  une  protection  contre  la  formation  des  

Boring  et  al.,  1998].  Une  fois  le  

mon   les  caractéristiqu   

  

Figure  2.3        
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2.1.3.  Différenciation  des  macrophages  

La  cytokine  M-­‐CSF  produite  au  niveau  de  l'intima  va  induire  la  différentiation  des  monocytes  

en  macrophages.  Cette  étape,  critique  dans  le  développement  de  la  future  plaque  est  aussi  associée  

à   l'expression   des   récepteurs   scavenger   et   de   type   Toll   (Toll   Like   Receptor   :   TLR)   à   la   surface   des  

macrophages   [Björkbacka   et   al.,   2004].   Ces   récepteurs,   parmi   lesquels   SR-­‐A,   CD36   et   TLR-­‐4   sont  

impliqués   dans   l'internalisation   d'un   grand   nombre   de   molécules   et   activent   le   facteur   de  

transcription  NF B  [Thurberg  et  al.,  1998].  Les  endotoxines  bactériennes,  les  vésicules  apoptotiques,  

et  les  LDLox  sont  captées  et  détruites  par  cette  voie.  Comme  nous  l'avons  vu  précédemment,  cette  

voie  d'absorption  des  LDLox,  contrairement  à  celle  des  LDL  natives  par  les  LDLR  ne  bénéficie  d'aucun  

rétrocontrôle   métabolique   [Daugherty,   1995].   Il   n'y   a   donc   pas   de   diminution   de   la   synthèse   du  

cholestérol   intracellulaire,   ni   de   diminution   de   l'expression   des   récepteurs   scavenger   à   la   surface  

cellulaire.   Ce   processus   va   conduire   à   une   accumulation   excessive   de   cholestérol   dans   les  

macrophages   sous   forme   de   gouttelettes   lipidiques   et   à   leur   transformation   en   cellules   dites  

spumeuses  car  l'apolipoprotéine  E  qui  participe  à  l'efflux  de  cholestérol  grâce  aux  HDL  est  dépassée.  

Les  cellules  spumeuses  constituent,  en  quelques  sortes,  la  signature  des  lésions  athéroscléreuses,  et  

jouent  un  rôle  primordial  dans  la  progression  des  lésions.  

pro-­‐

issus   du   burst   oxydatif.   Les   macrophages   peuvent   également   synthétiser   des   MMPs   qui   peuvent  

dégrader  la  MEC  et  fragiliser   la  chape  fibreuse.  Par   la  suite,   les  modalités  d'élimination  des  cellules  

spumeuses  endommagées  ou  en  apoptose  va  grandement  déterminer  l'évolution  de  la  plaque  vers  

une  lésion  fibreuse  plutôt  stable  ou  une  lésion  nécrotique  plutôt  instable.  

  

2.1.4.  Recrutement  des  lymphocytes  T  

de  la  lésion  de  cellules  T.  De  la  même  façon  que  pou -­‐1  

-­‐10,  Mig  et  I-­‐TAC),  les  lymphocytes  pénètrent  le  sous  endothélium  pour  

y  rési

   -­‐1,   de  

Figure  

2.4).  
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Figure  2.4     

  
  

2.2.  Progression  des  lésions  et  leur  complication  

La  progression  de  la  plaque  et  sa  complication  sont  deux  phénomènes  étroitement  liés  (Libby,  2002).  

libération  par  ces  derniers  de  facteurs  de  croissance  (PDGF)  qui  va  stimuler  la  migration  des  CML  vers  

spumeuses,  en  lipides,  en  cellules  de  l'immunité  et  autres  débris  cellulaires,  fruits  des  phénomènes  

de  nécrose  et  d'apoptose.  Comme  mentionné  précédemment,  il  se  forme  un  remodelage  vasculaire  

externe   où   la   lumière   reste   intacte.      uilibre  

entre  les  cytokines  anti  et  pro-­‐inflammatoires  est  rompue  et  que  ces  dernières  prennent  le  dessus.  

-­‐1  qui  vont  limiter  la  capacité  des  

CML   à   produire   des   fibres   de   collagène   et   activer   chez   le   macrophage   la   synthèse   de   MMPs,  

gélatinases,  stromolysines   qui  favorisent  la  dégradation  de  la  chape  fibreuse  et  donc  déstabilise  la  

plaque.   La   rupture   de   la   plaque   va   toujours   entraî

différemment  selon  les  cas  considérés  :  

  

 Erosion  de  la  plaque  :  la  desquamation  des  cellules  endothéliales  forme  des  régions  propices  

à  la  formation  du  thrombus  plaquettaire.  En  effet,  le  contact  des  éléments  thrombogènes  de  
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asymptomatiques  et  sans  conséquence.  Le  thrombus  formé  peut  subir  une  thrombolyse  et  se  

résorber  (Figure  2.5A).  

  

 Perturbation  au  sein  des  microvaisseaux  de  la  plaque  :  au  sein  de  la  plaque,  il  se  forme  de  

nouveaux   vaisseaux   particulièrement   fragiles   et   qui   présentent   des   risques   hémorragiques  

élevés.  Lors  de   la   rupture  de  ces  microvaisseaux,   il   se   forme  un  thrombus   intra-­‐plaque  qui  

peut   être   incorporé   à   la   lésion   préexistante,   participant   au   processus   complexe   de   sa  

croissance.  La  thrombine  générée  au  cours  de  la  formation  de  cette  microhémorragie  peut,  

en  agissant  sur  la  libération  du  PDGF  des  plaquettes,  stimuler  la  migration  et  la  prolifération  

des  CML.  Les  plaquettes  élaborent  également  du  TGF-­‐ synthèse  de  collagène  

par   ces  mêmes   CML.   Ainsi,   une   hémorragie   intra-­‐ regain  

  (Figure  2.5B).  

 

 Fissure  de  la  chape  fibreuse  

de  la  lésion.  Une  fracture  de  cette  chape  met  en  contact  les  facteurs  de  coagulation  présents  

dans  le  sang  avec  les  constituants  internes  de  la  plaque  thrombogénique.  Bien  que  la  rupture  

de  la  chape  fibreuse  représente  75%  des  IDM  (infarctus  du  myocarde),  dans  la  majorité  des  

cas,   elle   ne   très   peu   de   symptômes   cliniques   permettant   de   poser   un  

diagnostic.  Une   rémission  du   thrombus  peut  avoir   lieu  grâce  au   relarguage  de   PDGF  et  de  

médiateurs   anti-­‐inflammatoires   tel   que   le   TGF-­‐   

fibreux  consolidateur  de  la  plaque  (Figure  2.5C).  
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Figure  2.5  :  Physiopathologie  de  la  thrombose  artérielle.  A  et   )  Erosion  superficielle,  la  grande  flèche  montre  une  zone  de  
rupture  alors  qu
pentachrome,  magnitude   X100);   B   et   )   Hémorragie   intra-­‐
hémorragique   (CA=   zone   calcifiée,   coloration  H&E);  C  et  

Libby  et  Theroux,  2005]  [Naghavi  et  al.  2003]  [Dong  et  al.,  2009].  

  

Concrètement,   les   études   anatomopathologiques   de   personnes   décédées   suite   à   un   évènement  

coronar   :    

  

 Les  lésions  sténosantes  :  bien  visualisées  par  les  approches  angiographiques  classiques,  elles  

ibreuse   importante  et  

représente  30%  des  ruptures  de  plaque  (Figure  

2.6).  

  

 Lésion   non   sténosantes  :   elles   sont   plus   nombreuses   que   les   précédentes.   Elles   se  

tout   moment   et   se   thromboser.   Elles   subissent   également   un   remodelage   externe  

A   B   C  

A
'  
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maintenant  une   lumière  vasculaire   intacte.   Ceci  

pour   leur   détection.   Ces   lésions,   qui   comptent   pour   70%   des   ruptures   de   plaques,   ne  

Figure   2.6)   [Virmani   et   al.,  

2000].  

  

Figure  2.6  :  Différentes  plaq
chape  fibreuse  infiltrée  par  des  macrophages  (A B).    Plaque  sujette  à  
érosion  mais  riche  en  matrice  protéoglycane  et  en  CML  (C D).  

E).  Nodule  calcique  faisant  protrusion  dans  la  lumière  
vasculaire   (F).   Plaque   sténosante   avec   calcification,   vieux   thrombus   et   une   lumière   réduite   (G) [Naghavi   et   al.,  
2003].    

  

Les   études   épidémiologiques   menées   sur   des   patients   ayant   subi   un   ou   plusieurs   événements  

cardiovasculaires  ont  montré  que  le  risque  de  rupture  est  plus  accru  aux  stades  A  et  B   représentés  

sur  la  figure  2.6.  Ce  sont  des  artères  ayant  subi  un  remodelage  vasculaire  externe  et  présentent  des  

(Figure   2.7)  

  plaques  sont  asymptomatiques  et  de  surcroît  impossibles  à  détecter  avec  

Tout   le  défit  des  prochaines  décennies  consistera  à  développer  

des  outils  de  diagnostic  pouvant  détecter  des  éléments  constitutifs  de  cette  plaque  instable  afin  de  

prévoir  son  comportement.      
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Figure  2.7  :     

  
  

  

  

Stary   et   al   ont   classé   les   plaques   d'athéromes   en   8   stades   successifs   d'évolution   selon   leurs  

caractéristiques  anatomopathologiques  [Stary  et  al.,  2000].  La  lésion  de  type  I  débute  très  tôt  dans  la  

  

importante,  il  se  forme  des  stries  lipidiques  qui  caractérisent  la  lésion  de  type  II.  Les  lésions  de  type  

III   encore   appelées   lésions   pré-­‐athéromateuses   se   distinguent   par   la   présence   de   lipides  

extracellulaires.  Ces  3  types  de  lésions  sont  dites  précoces  et  la  régression  demeure  encore  possible.  

La  lésion  de  type  IV  est  la  première  des  lésions  avancées;  on  parle  alors  de  stade  athéromateux.  Elle  

extracellulaires  et  de  cellules  spumeuses  en  nombre.  Dans  certains  cas,  cette  lésion  asymptomatique  

    

Les   lésions   de   type  V   ou   fibro-­‐athéromateuses   sont   caractérisées   par   une   chape   fibro-­‐musculeuse  

due  à  la  prolifération  de  CML.  Les  lésions  de  type  VI  sont  des  lésions  de  type  IV  ou  V  avec  rupture  en  

  De  ce  fait,  les  plaques  de  type  VI  sont  appelées  «  lésions  

complexes  ».  La  lésion  de  type  VII  possède  les  mêmes  caractéristiques  que  le  type  V  avec  en  plus  la  

présence  de  calcification  alors  que  la  lésion  de  type  VIII  se  caractérise  par  la  forte  présence  de  CML  et  

de  fibres  de  collagène  et  par  un  faible  voire  inexistant  corps  lipidique.  Ces  deux  types  de  plaques  sont  
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plus  ou  moins  sténosantes  en  fonction  du  calibre  des  artères  où  elles  se  développent.  Elles  sont  aussi  

-­‐VI  (Figure  2.8).  

  

  
  
  

  
  
  

Figure    2.8  :   2000).  Type  I  et   II:  présence  de  macrophages  et  de  cellules  
spumeuses.  M  (média),  A  (adventice).  Type  III  :  gouttelettes  lipidiques  (flèches  blanches).  Type  IV  :  la  fusion  de  gouttelettes  
lipidiques   aboutit   rps   (core)   lipidique.  
nécrotique  pauvre  en  fibres  de  collagène.  Type  V  :  Le  coeur  lipidique  contient  des  cristaux  de  cholestérol  et    est  recouvert  

pumeuses  (fc
récent  incluant  une  zone  hémorragique.  Type  VII   :  équivalent  du  type  V  avec  présence  de  calcification.  Type  VIII   :  plaque  
très  fibreuse  avec  un  faible  corps  lipidique.  e  :  endothelial  cell  layer,  pgc  :  proteoglycan  layer.  

  

2.4.  Conclusion 

vulnérable,  c'est  à  

ce   risque   soit   lié   au   contenu   de   la   plaque   et   non   à   sa   taille   se   traduit   par   un   nouvel   impératif  

ier  les  paramètres  lipidiques  

I   II   III   IV   V   VI  
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contexte  que  mon  projet  de  thèse  a  vu  le  jour  

thérapie.    
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Chapitre  3  :  Ciblag
thérapie      
  

I)  C   

  

3.1.  Généralités  

Les   maladies   cardiovasculaires   sont,   chaque   année,   la   cause   de   décès   de   près   de   19   millions   de  

personnes   dans   le   monde.      Un   tiers   de   ces   décès   est   imputable   aux   complications   liées   à  

cardiovasculaire  souvent  fatal  :  Infarctus  du  myocarde  (IDM)  ou  accident  vasculaire  cérébral    (AVC).  

risques  thrombotiques  liés  à  cette  maladie  ne  sont  pas  

  :   les   plaques  

rupt

visualisation  non-­‐

est  donc  urgent  de  développer  un  moyen  fiable  et  efficace  de  diagnostic  des  plaques  susceptibles  de  

macrophagique,   le  transport   lipi

othéliales  activées  

-­‐1,  VCAM-­‐1,  P-­‐

les  récepteurs  des  macrophages  (CD36,  CD68,  SR-­‐A  ou  CD204),  les  récepteurs  des  plaquettes  activées  

-­‐sélectine)  et   la   fibrine   i

moléculaires  de  la  plaque  par  des  bio-­‐ ire.  Ces  

bio-­‐pharmaceutiques  résultent  du  couplage  entre  des  nanoparticules  para  ou  superparamagnétiques  

dirigés  contre  les  bio-­‐marqueurs  présents  en  excès  sur     

non   invasive   par   excell
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nhérente   à   cette  

  

  

invasives,   c'est-­‐à-­‐   

visualisation   «  sur   site   -­‐invasives   et   ne  

de  différencier  les  zones  pathologiques  des  zones  saines.    

  

  

  

  gold  

standard  

-­‐chirurgicaux   de   pontages   coronariens   ou   de   sténoses   carotidiennes.  

composition  de  la  plaque  ou  de  son  potentiel  évolutif  et  de  ce  fait  ne  peut  diagnostiquer  la  présence  

de  plaques  instables.    

  

Les   images  

obtenues   sont   colorées   et   permettent   de   distinguer   une   plaque  

athérosclérotique  contenant  une  plage  lipidique  importante  (jaune)  ou   .  Une  

étude   réalisée   sur   une   cohorte   de   850   patients   hospitalisés   a   clairement   montré   une   corrélation  

entre   la   coloration   jaune   des   plaques   et   leur   susceptibilité   à   se   rompre   et   à   former   un   thrombus.  

[Ueda  et  al.,  2004].  

flux   sanguin   pour   une   bonne   visualisation   des   parois.   Ceci   peut   être   réalisé   par   l'injection,   sous  

pression,  de  sérum  physio en  faisant  appel  à  l'utilisation  d'une  sonde  
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à  ballonnet  occlusif.     

de   la   préparation   des   veines   autogènes   pour   la  

réalisation   de   pontages   coronariens   ou   pour   le   contrôle   des   endartériectomies,   elle   ne  donne   pas  

hape  fibreuse  

oto  et  al.,  2009].  

     :  Intravascular  ultrasound)  

échographique  à  haute  fréquence.  Cette  sonde  émet  des  ultrasons  à  une  fréquence  plus  élevée  que  

spatiale.   Cependant   cette   augmentation   de   fréquence   altère   la   pénétration   des   ultrasons   dans   les  

tissus  ce  qui  a  pour  conséquence  de  réduire  le  champ  visuel.  A  une  fréquence  de  30  MHz,  la  longueur  

un   épaississement   faisant   protrusion   dans   la   lumière   artérielle.   Les   lipides   et   les   produits  

thrombotiques  sont  hypoéchogènes  alors  que   les   tissus  plus  durs   tels  que   la  chape   fibreuse  ou   les  

calcifications   sont   hyperéchogènes.   Ainsi,   cette   technique   permet   de   distinguer   une   artère   saine  

ère  invasif  qui  ne  lui  permet  

  [Lermusiaux  et  al.,  2000].    

3.3.4.  La  thermographie  

  

peut  être  détectée  grâce  à  ce  dispositif.  Une  étude  réalisée  sur  une  population  de  patients  ayant  subi  

récemment  un  IDM  (Infarctus  du  Myocarde)  a  montré  que  la  température  des  plaques  rompues  était  

supérieure   aux   artères   présentant   un   angor   stable   [Stefanadis,   1999].   Ce  même   auteur,   quelques  

années  plus  tard  a  apporté  des  modifications  à  sa  première  étude  en  précisant  que  la  température  

e   chaleur   due   au   flux   sanguin  

[Stefanadis  2003].  Bien  que  la  thermographie  permette  d'obtenir  des  informations  fonctionnelles  sur  

la  plaque,  elle  n'apporte  aucun  renseignement  morphologique.  Cette  limitation  peut  être  résolue  en  

combinant  la  thermographie  à  l'IVUS  [Fayad  et  al.,  2001].  Ces  approches  demeurent  néanmoins  des  

examens  invasifs.  
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-­‐invasive  

3.4.1.  Echographie  percutanée    

Sur   les   artères,   cette   technique   est   applicable   uniquement   sur   les   gros   vaisseaux   non  

profonds.    

donnant   lieu  à  des   contrastes  permettant  de  visualiser  en   temps   réel   la  morphologie  des  organes.  

Cette  approche  permet  ainsi  de  discerner  :  

 Un   liseré   interne   hyperéc   

  

   

 Un  liseré  externe  hyperéchogène  correspondant  à     

Cet  examen  peut  apporter  de  précieux  renseignements  concernant:  

   

 Son   échogénécité   comparativement   à   celle   du   liseré   interne.   La   plaque   peut   être   hypo  ou  

anéchogène   (nature   lipidique   ou   cellulaire   (cellules   inflammatoires,   spumeuses)),  

isoéchogène   (nature   fibrolipidique),   échogène  modérée   et   homogène   (nature   fibreuse)   ou  

hyperéchogène  (calcifiée  ou  zone  fibreuse  extrêmement  dense)  [Pourcelot  et  al.,  1999].  

 Son   homogénéité.   La   présence   de   plages   hypoéchogènes   évoquant   un   hématome  

intraplaque,  témoigne  de  son  évolutivité  [Pourcelot  et  al.,  1999].  

 La  régularité  des  contours  internes.  Les  plaques  présentant  des  irrégularités  comblées  par  du  

matériel  hypoéchogène  correspondent  à  des  plaque   

  

3.4.2.  Echographie  de  contraste  (ECUS)  

pr

inerte  tel  que  le  perfluorobutane.    
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3.4.3.  Imagerie  par  réflectance  de  fluorescence  (FRI/NIRF)  

L'imagerie   par   réflectance   de   fluorescence   (FRI)   est   une   technique   de   diagnostic   optique   pour  

identifier,   localiser   et   quantifier   in   vivo   des   sondes   moléculaires   fluorescentes.   Elle   repose   sur   la  

quelques  centimètres.  Les  longueurs  d'onde  d'excitation  et  d'émission  doivent  donc  se  trouver  dans  

cette  zone  spectrale  (entre  600  et  900  nm).  Une  fois  la  sonde  liée  à  son  ligand  biologique,  elle  émet,  

suite  à  une  excitation,  de  la  fluorescence  qui  peut  alors  être  détectée  à  

(Near  InfraRed  Fluorescence).      

  

3.4.4.  Le  CT-­‐Scan  (Computed  tomography)  

Plus  connue  sous  le  nom  de  scanner  à  rayon  X,  cette   technique,  avec  l'arrivée  de  machines  

toujours   plus   performantes   (scanners   à   acquisition   hélicoïdale)   permet   outre   le   fait   d'apprécier   le  

degré  de  sténose  des  artères,  de  différentier  les  composants  de  la  plaque  sur  la  base  de  leur  densité  

exprimée  en  unités  de  hounsfield  (nuance  de  gris).  Néanmoins  cette  technique  requiert  l'injection  de  

produits   de   contraste   iodés   pour   différencier   la   lumière   de   la   paroi   des   vaisseaux,   et   si   cette  

technique  n'est  pas  invasive,  elle  est  ionisante.  Aujourd'hui,  le  scanner  couplé  à  des  gamma-­‐caméras  

(Single   Photon   Emission   Computed   Tomography   (SPECT)   ou   Tomographie   par   émission   de   positon  

(PET  ou  TEP))  permet  d'obtenir  une  image  fonctionnelle  et  un  repère  anatomique  des  artères.  

  

3.4.5.  Imagerie  en  médecine  nucléaire  

Les  techniques  d'imagerie  nucléaire  telles  que  la  TEP  et  la  SPECT  nécessitent  l'introduction  de  

marqueurs   radioactifs   dans   la   circulation   qui   sont   des   émetteurs   tels   que,   l'iode   123   (123I),   le  

technétium  99m  (99mTc)  ou  l'indium  111  (111In)  pour  le  SPECT  et  des  émetteurs  de  positons  comme  le  
11C,   15O,   13N   ou   le   18F   pour   la   TEP.   Ces  marqueurs   radioactifs   peuvent   être   couplés   à   des   vecteurs  

(anticorps,  peptides...)  pour  former  le  traceur.  Idéalement,  le  traceur  doit  être  capté  uniquement  par  

les  cellules  ou  les  molécules  de  la  plaque  et  non  par  les  tissus  environnants  [Davies,  2005].  De  plus  il  

doit   être   rapidement   éliminé   de   la   circulation.   De   nombreux   traceurs   dirigés   contre   les   LDLox,   les  

macrophages,  les  CML,  les  récepteurs  cellulaires  ont  été  testés  sur  des  modèles  animaux  avec  plus  ou  

moins   de   succès.   Je   détaillerai   ces   approches   dans   la   partie   «  Ciblage   moléculaire   de   la   plaque  

  ».  



58  
  

3.4.6.  Imagerie  par  résonance  magnétique  (IRM)  

La   résonance  magnétique  nucléaire   (RMN)  est  une   technique  qui   fait   appel   aux  propriétés    

magnétiques   de   certains   noyaux   atomiques   comme   le   proton   (1H),   le   carbone   (13C),   le   phosphore  

(31P),   le   sodium   (23Na).   Ces   noyaux   atomiques,   dont   le   plus   connu   est   celui   de   l'hydrogène,  

communément   appelé   proton   (présent   dans   l'eau,   principal   constituant   du   corps)   sont  dotés   d'un  

moment  magnétique  ou  spin.  Lorsqu'ils  sont  soumis  à  un  champ  magnétique,  les  spins  vont  prendre  

une  orientation  parallèle  ou  antiparallèle.  L'application  d'une  onde  électromagnétique  de  fréquence  

adaptée   (fréquence   de   résonance)   peut   faire   basculer   l'orientation   de   l'aimantation   de   ces   spins,  

lesquels   vont   émettre   des   signaux   électromagnétiques   lorsqu'ils   retrouvent   leur   état   d'équilibre  

(phénomène  de  relaxation).  Cette  relaxation  magnétique  nucléaire  est  un  phénomène  complexe  se  

caractérisant   par   une   relaxation   dans   le   plan   longitudinal   (constante   de   relaxation   T1)   et   une  

relaxation   dans   le   plan   transverse   (constante   de   relaxation   T2).   Dans   les   tissus   biologiques,   ces  

constantes   varient   selon   la   nature   chimique   et   physique   du   milieu   environnant   le   noyau   étudié.  

imagerie  par  résonance  magnétique  (IRM)  est  devenue  ces  dernières  années  

la   modalité   ph

gnaux  magnétiques  émis  

lors   du   retour   à   l'équilibre   dans   les   plans   transverses   et   longitudinaux   va   donc   varier   selon  

l'organisation   physico-­‐chimique   de   l'eau   dans   les   tissus   et   se   sont   ces   variations   qui   vont   être  

détectées  par  des  antennes  et  traitées  par   informatique  afin  de  reconstruire  une  image.  Depuis   les  

premières  images  publiées  en  1973  par  Lauterburg  (prix  Nobel  de  médecine  en  2003),  l'IRM  s'impose  

comme  une  technique  de  référence  dans  le  diagnostic  médical  et  ce  grâce  à  sa  bonne  résolution,  son  

caractère   non-­‐invasif   et   non-­‐traumatique,   et   sa   grande   variété   de   contrastes   (T1,   T2,   densité   de  

protons...).   De   plus   l'IRM   est   la   technique   la   plus   contrastée   pour   obtenir   des   cliché

d'organes   opaques  ;   ainsi   toutes   les   artères   peuvent   être   visuali cielles  

comme  les  carotides  ou  profondes  comme  les  coronaires  [Corti,  2006].  L'IRM  permet  d'obtenir  des  

informations   précises   aussi   bien   sur   l'anatomie   des   lésions   athéroscléreuses   que   sur   leur  

composition.   me   évolutives   sont   constituées   de   différents   types   de   lipides  

(phospholipides,  triglycérides,  cholestérol  et  esters  de  cholestérol)  et  de  fibres  (collagènes,  élastines,  

glycoaminoglycanes,  protéoglycanes)  qui  se  présentent  sous  des  formes  physiques  différentes,  ce  qui  

(multiparamétriques,   combinant   les   contrastes   en   T1,   T2   et   densité   de   protons)   et   la   qualité   des  

sondes   de   détection,   on   peut   désormais   quantifier,   avec   une   résolution   inférieure   à   250   µm,  
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-­‐plaque   dans   les   artères   aortiques   [Fayad   et   al.,   2000b],  

carotidiennes   [Yuan  et  al.,  1998]  et  même  coronaires   [Fayad  et  al.,  2000a],  aussi  bien  sur   l'homme  

que   sur   des   modèles   animaux   [Fayad   et   al.,   1998].   Les   images   in   vivo   ont   pu   être   corrélées   aux  

mesures  in  vitro     

Encourageants,   ces   résultats  

pouvoir  identifier  avec  certitude  les  différentes  composantes  de  la  plaque  coronaire.  

L'apport  des  produits  de  contraste  en  IRM  élargit  le  panel  déjà  très  riche  des  possibilités  de  contraste  

que   propose   l'IRM.   Ces   agents   font   appel   aux   propriétés   paramagnétiques   des   chélates   de  

gadolinium  ou  super-­‐paramagnétiques  des  nanoparticules  d'oxyde  de  fer  qui  modulent  les  temps  de  

relaxation   transversale   ou   longitudinale   des   molécules   d'eau   avoisinantes.   Par   exemple,  

et   de   délimiter   la   chape   fibreuse   et   les   ulcérations   [Yuan   et   al.,   2002][Kerwin   et   al.,   2006].   Des  

composés  superparamagnétiques,   les  SPIO  ou  USPIOs,  small  ou  ultrasmall   iron  oxide  particles,  sont  

les  modèles  animaux  expérimentaux  et  en  clinique   [Schmitz  et  al.,  2006]

IRM  généré  par  les  USPIOs  dans  les  athéromes  carotidiens  révèle  une  intensité  de  signal  (hyposignal)  

optimum  24-­‐

e  les  effets  T1,  on  peut  discriminer  le  fer  

intra   et   extracellulaire   [Simon   et   al.,   2006].  

[Mani  et  al.,  2006][Lipinski  et  al.,  2008][Korosoglou  et  al.,  2008].  ATHEROMA  (Atorvastatin  Therapy  :  

carotidienne   [Tang   et   al.,   2009].   Le   ferumoxtran-­‐10   utilisé   dans   cette   étude   est   encore   sous  

  

cette  méthodologie  puisse  être  utilisée  dans  de  larges  essais  cliniques  multicentriques.    

Aujourd'hui,  un  peu  à   l'instar  des  traceurs  en  imagerie  nucléaire,   l'idée  est  de  coupler  un  vecteur  à  

ces   agents.   L'arrivée   de   ces   nouveaux   produits   de   contraste   va   offrir   d'ici   peu   de   nouvelles  

opportunités  de  diagnostic  des  plaques  instables.  
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3.5.  Conclusion  

La   technique   d'imagerie   idéale   serait   non-­‐invasive,   de   faible   coût   et   résolutive.   Elle   pourrait  

différentier   les   structures   caractérisant   la   pla

progression   ou   la   régression   des   lésions   en   réponse   aux   interventions   chirurgicales   ou  

médicamenteuses.  Malheureusement,  une  technique  alliant  tous  ces  impératifs,  n'est  pas  proposée  

en   clinique   [Rudd   et   al.,   2009].  Néanmoins,   plusieurs  méthodes   existent   actuellement   permettant  

d'obtenir  des   images  de   la  paroi  des  vais

propres.   Par   exemple,   les   techniques   nucléaires  

respectivement.  

contraste.  A  contrario,  les  méthodes  les  plus  sensibles  sont  celles  qui  ont  la  moins  bonne  résolution  

spatiale  :  3  à  4  mm  pour  le  PET,  10  à  15  mm  pour  le  SPECT  contre  25-­‐ -­‐200  

µm   pour   le   CT   (Figure   3.1).   de   contourner   les  

  :  SPECT/CT  ou  

PET/MR.    

Une   autre   façon   de   conto

moléculaire.  

  

Figure  3.1:   Illustration  of   the   relative  spatial   resolution  of  common   imaging   techniques   (top),  along  with   their   sensitivity  
values  (bottom).       Rudd  et  al.,  2009.  
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Depuis  quelques  années  maintenant,  au-­‐delà  des  progrès  dans  la  conception  de  méthodes  physiques  

  

ciblage   moléculaire.   Cette   mini-­‐révolution   dans   le   domaine   du   diagnostic   médical   a   déjà   permis  

   avec   une   plus   grande   sensibilité,   dans   les   modèles   animaux   étudiés,   les  

caractéristiques  absolues  des  tissus.  Le  transfert  de  ces  méthodologies  à  

exemples,   les   différen

  

  

consiste  en  une  monocouche  de   cellules  endothéliales   tapissant   le   vaisseau  

sanguin.  Dans  les  conditions  no

thrombus   ou   la   fibrinolyse.   Dans   un   état   pathologique,   la   fonction   endothéliale   est   altérée   et   un  

processus  inflammatoire  se  met  en  place.  Le  recrutement  des  cellules  inflammatoires  au  sein  du  sous  

dothélium  activé  de  marqueurs   tels  que   les  molécules  

-­‐1,   ICAM-­‐1,   les   sélectines,   P-­‐sélectine   ou   E-­‐sélectine   et   les   intégrines  

v 3.    

3.6.1.1.  Exemple  du  ciblage  des  VCAM-­‐1  

Aux  stades  précoces  de  la  lésion  athéroscléreuse,  VCAM-­‐1  est  exprimé  aussi  bien  à  la  

-­‐vaisseaux.   VCAM-­‐1   peut   également   internaliser  

probablement  dans  les  CML  [Libby,  2009].  Plusieurs  peptides  ciblant  cette  molécule  ont  vu  le  

jour  et  ont  été  testés  in  vitro,  ex  vivo  et  in  vivo.  Parmi  ces  études,  citons  celle  de  Nahrendorf  

et   al.,   qui   par   phage-­‐display   in   vivo   ont   pu   identifier   un   peptide   (VINP-­‐28)   homologue   au  

ligand  de  la  VCAM-­‐ LA4  (Very  late  antigen-­‐4,   4 1).  Ce  peptide  a  été  couplé  à  

des  nanoparticules   superparamagnétiques   (les  particules  CLIO)   et   fluorescentes  puis  utilisé  

ApoE-­‐/-­‐  mises  sous  régime  hypercholestérolémiant  (Figure  3.2)  [Nahrendorf  et  al.,  2006].    
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Figure  3.2:  In  vivo  MR  and  optical  imaging  of  VCAM-­‐1  expression.  A,  MRI  before  injection  of  VINP-­‐28.  Dotted  line  depicts  location  of  short-­‐

axis  view  (insets,  lower  panel  with  color  coded  signal  intensity).  B,  Same  mouse  48  hours  after  injection  of  VINP-­‐28.  A  marked  signal  drop  in  

the  aortic  root  wall  was  noted  (insets).  The  contrast-­‐to-­‐noise  ratio  (CNR)  of  the  aortic  wall  was  increased  significantly  after  injection  of  the  

probe  (mean_SD;  *P_0.05  before  vs  after  injection).     

  

Nahrendorf   -­‐Scan   en  

utilisant   le   traceur   18FDG  (18F-­‐

plaques   athéromateuses.   Le   traceur   18FDG   pr utilisé   en  

milieu   hospitalier.   Pour   cela,   cette   équipe   un   peptide  

tétramérique   linéaire   (TLP)   reconnaissant   les   VCAM-­‐1   et   couplé   au   radioisotope   18F.   Une  

hypercholestérolémiant,   un   fort   signal   focal   est   généré   autour   des   zones   inflammatoires.  

(Figure  3.3)  [Nahrendorf  et  al.,  2009].    

  

Figure  3.3:  Dynamic  PET  imaging  identified  60 120  minutes  (images  from  1  to  8)  after  injection  as  a  suitable  time  window.  

Signal  in  the  blood  pool  and  the  aortic  root  is  shown  over  time  in  short  axis  PET-­‐CT.     

 

Récemment,  Kaufmann  et   al.   ont  montré  que   des   vésicules   lipidiques   (microbulles)  

couplées   à   des   anticorps   anti-­‐VCAM-­‐1   (clone   MK   2.7)   pouvaient   engendrer   un   signal  

perceptible   en   ECUS   sur   des   aortes   de   souris   ApoE-­‐/-­‐   mises   sous   régime  

hypercholestérolémiant  (Figure  3.4)  [Kaufmann  et  al.,  2007].  
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Figure  3.4:   Images  obtenues  en  échographie  après   injection  de  microbulles  couplées  avec  des  anticorps  anti-­‐
VCAM-­‐   
  

-­‐ lus   ciblé   dans   le   domaine   de    

  

3.6.1.2.  Ciblage       

Des   études   ont   également   relatées   le   ciblage   des   sélectines,   comme   la   E-­‐sélectine  

pour  laquelle  deux  stratégies  ont  été  proposées  :  une  en  additionnant  des  AcM  murins  anti-­‐

E-­‐sélectine  à  des  particules  de  type  CLIO  [Kang  et  al.,  2002]  ou  USPIO  [Reynolds  et  al.,  2005]  ;  

-­‐sélectine  

[Boutry  et  al.,  2005].    

La   P-­‐sélectine   est   actuellement   une   cible   prisée   pour   le   ciblage   de   la   plaque  

exprimée  par   les  plaquettes  et   les   cellules  endothéliales  activées  à  

othrombose.  Alsaid  et  

al  ont   créé  un  mimétique  du   ligand  de   la  P-­‐sélectine,   le  PSGL-­‐1,   associé  à  un   complexe  de  

monoclonaux   couplés   à   des   agents   superparamagnétiques   de   type   MPIO   ou   VUSPIO  

[McAteer  et  al.,  2007][Jacobin-­‐Valat  et  al.,  2010  ]  .  

v 3

cellules   endothéliales   des   microvaisseaux   angiogéniques   de   la   plaque,   est   classiquement  

ciblée  par   les  peptides   type  RGD  ou  peptidomimétiques.   Ils  sont  associés  à  une  plateforme  

  2003][Burtea  et  al.,  2008].  Des  nanoparticules   incorporant  des  drogues  anti-­‐angiogéniques,  

comme   la   fumagilline,   ont   été   développées   pour   une   action   thérapeutique   combinée   à  
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3.6.2.  Imagerie  des  lipoprotéines  

Différentes  études  ont  été  menées  pour     

LDL  

natives  en  les  radiomarquant  avec  de  125I,  du  99mTc,  du  123I  et  du  111In  [Hay  et  al.,  1991],  [Virgolini  et  

al.,  1991],  [Pirich  et  al.,  1995].  Le  problème  majeur  de  ces  études  est   la  perturbation  des  images  in  

vivo     au  niveau  des  lésions  comparée  à  la  forte  

activité   dans   la   circulation   sanguine.   Sous   certaines   conditions,   le   cholestérol,   les   esters   de  

cholestérol   ou   bien   les   phospholipides   peuvent   subir   des   oxydations   amenant   à   la   formation   de  

dérivés  oxydatifs  à  haut  potentiel  athérogénique  [Palinski  et  al.  1995].  Ces  dérivés,  tels  les  LDLox  ou  

les  MDA-­‐LDL  (malondialdehyde-­‐LDL)  ont  été  désignés  comme  les  

de  par  leur  action  sur  le  processus  inflammatoire  au  sein  du  sous  endothélium.  Les  premières  études  

se   sont   intéressées   au   radiomarquage   des   LDLox   obtenues   par   oxydation   in   vitro   (peroxyde  
99mTc.  Cette  stratégie,  plus  concluante  que  les  précédentes,  a  montré  

natives.    Plus  récemment,  Shaw  et  al.  ont  identifié  par  phage  display  in  vitro  un  anticorps  humain  (IK-­‐

17)  reconnaissant  aussi  bien  les  LDLox  que  les  MDA-­‐

la  prise  en  charge  par  les  macrophages  des  LDLox  et  des  cellules  apoptotiques  lui  conférant  ainsi  des  

propriétés  uniques  pour   la   thérapie.  Cette  étude  a  également  montré  que   cet   anticorps  marqué  à  

  125I  (125I-­‐IK-­‐17)  pouvait  se  lier  aux  zones  pathologiques  après  injection  du  radiotraceur  dans  une  

souris  LDLR-­‐/-­‐  [Shaw  et  al.,  2001]  (Figure  3.5).   in  vivo  des  lésions  

  

  

Figure  3.5:  Photomicrograph  of  a  Sudan-­‐stained  LDLR-­‐/-­‐  mouse  aorta  and  the  corresponding  autoradiograph  8  hours  after  

injection  of  10  mCi  125I-­‐IK17.  The  Sudan-­‐stained  atheroscleroticlesions  (left)  are  accurately  reflected  in  their  entirety  in  the  

autoradiograph  (right).     
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Des   stratégies   alternatives   ont   été   employées   imagerie,   grâce   à   un  

anticorps   murin   dirigé   contre   les   épitopes   du   complexe   lysine-­‐MDA   (MDA-­‐2)   présents   dans   les  
125I   [Tsimikas  et   al.,   1999]  ou  au  

99mTc  [Tsimikas  et  al.,  2000]     pouvait  se  lier  aux  zones  pathologiques  riches  en  lipides  chez  la  souris  

LDLR-­‐/-­‐.  Récemment  de  nouvelles  micelles  couplées  aux  anticorps  MDA2  et  marquées  au  gadolinium  

pour  une  application  en   IRM  ont  été   testées   [Leug,  MICAD  :  Molecular   Imaging  and  contrast  agent  

database].  [Brieley-­‐Saebo    et  al.,  2008].    

Les   LDLox   exercent   leurs   effets   en   se   fixant   sur   les   récepteurs   scavenger   présents   sur   les  

macrophages   et   sur   le   récepteur   aux   LDL,   LOX-­‐1   (lectin-­‐like   oxidized-­‐

vasculaire   et   les   organes   riches   en   vaisseaux.   Les   récepteurs   LOX-­‐

anticorps  sur   lequel  a  été  greffé  du   99mTc   (99mTc-­‐anti-­‐LOX-­‐1)   [Ishino  et  al.,  2008 111In   (111In-­‐

liposome-­‐LOX-­‐1  antibody-­‐DiI-­‐fluo)  ou  encore  du  Gadolinium   (Gd-­‐liposome-­‐LOX-­‐1  antibody-­‐DiI-­‐Fluo)  

[Li  et  al.,  2010].    

Les   lipoprotéines   sont   aussi   des   nanoparticules   naturelles   capables   de   délivrer   in   situ   un  

Les   high-­‐density   lipoproteins   (HDL)   sont   particulièrement   intéressantes   car   leur  

petite  taille  leur  permet  de  passer  la  barrière  endothéliale  et  de  pénétrer  les  tissus.  Les  HDL  ont  pu  

être   ainsi   utilisées  

,  pour  le  CT-­‐Scan  ou  de  

quantu   et  al.,  2010].    

  

3.6.3.  Imagerie  des  cellules  présentes  dans  la  plaque  (Monocytes/Macrophages)  

s   que   les  

VCAM-­‐1,   les   leucocytes  pénètrent   -­‐1,  une  chémokine  produite  par   les  

cellules  endothéliales,  les  CML  et  les  macrophages.  De  nombreuses  équipes  se  sont  intéressées  à  ce  

marqueur  surexprimé  dans  le  sous  endothélium.  Un  premier  essai  de  marquage  à   125I  (125I-­‐MCP-­‐1)  a  

montré  une  captation  de  ce  traceur  par   les   récepteurs  CCR2  dans   les  zones   désendothélialisées  de  

corrélée  au  nombre  de  macrophages  infiltrés,  la  qualité   in  vivo  reste  médiocre  [Ohtsuki  et  

al.,  2001   ensuite  décrit  le  marquage  de  MCP-­‐1  au  99mTc  (99mTc-­‐MCP-­‐1

in  vivo  et  non  invasive  obtenue  après  injection  de  ce  traceur  a  été  très  concluante  et  a  parfaitement  

ex  vivo  (Figure  3.6)  [Hartung  et  al.,  

2007].  
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Figure  3.6:  Non-­‐invasive  in  vivo  planar  imaging  of  macrophage  CCR-­‐2  receptors  with  [99mTc]-­‐MCP-­‐1.  Images  were  obtained  
in   both   New   Zealand   White   (NZW)   rabbits   submited   to   desendothelialization   of   the   abdominal   aorta   and   fed   a   high-­‐
cholesterol   diet   (atherosclerotic,   [A-­‐C])   and   control,   unmanipulated,   NZW   animals   fed   normal   rabbit   chow   (non-­‐
atherosclerotic,   [D-­‐F])   rabbits.   (A-­‐C)   Planar   -­‐images   of   atherosclerotic   rabbit.   (A)   Image   obtained   immediately   after  
intravenous   [99mTc]-­‐MCP-­‐1   administration   outlines   aortic   blood-­‐pool   activity   (arrows).   (B)   At   3   hours   after   radiotracer  
administration,  significant  radiotracer  accumulation  is  evident  in  abdominal  aorta  (arrows).  (C)  Ex  vivo  image  of  explanted  
aorta  confirms   in  vivo  evidence  of  [99mTc]-­‐MCP-­‐1  uptake  (arrows).  (D-­‐F)  Planar   -­‐images  of  control  rabbit.  (D)  Aortic  blood  
pool  is  seen  at  time  of  intravenous  [99mTc]-­‐MCP-­‐1  injection  (arrows).  (E)  Image  shows  lack  of  [99mTc]-­‐MCP-­‐1  uptake  in  region  
of   abdominal   aorta,   as   denoted   by   arrows   in   normal   rabbit  with   no   atherosclerotic   lesions.   (F)   Ex   vivo   aortic   image   of  
control  animal  demonstrates  absence  of  [99mTc]-­‐MCP-­‐1  uptake  (arrows).  L  =  liver;  S  =  spleen;  K  =  kidney.  
al.,  2007.    
  

type  

111In  et  injectés  à  une  souris  ApoE-­‐/-­‐  sous  régime  

hypercholestérolémiant.  Après  5  jours  de  migration,  u

été  enregistré  (Figure  3.7

monocytes  initialement  injectés  [Kircher  et  al.,  2007].  

  

Figure  3.7:  Magnification  and  3D  view  of  the  SPECT/CT  data  are  shown  (monocytes  transferred  into  ApoE-­‐/-­‐  mouse).  A  and  C  
depict  CT  data  only;  B  and  D,  SPECT/CT  overlay.  A  and  B  show  sagittal  views  of  the  heart  (LV  indicates   left  ventricle;  AV,  
aortic  valve  region)  and  ascending  aorta  (AA).  Note  the  SPECT  signal  (white  arrows)  indicating  monocyte  recruitment  to  the  
ascending  aorta  in  B.  C  and  D  depict  axial  views  of  ascending  (AA)  and  descending  (DA)  aorta.  Note  the  SPECT  signal  in  D  in  
the  ascending  aorta,  correlating  with  the  location  in  B.  E  and  F,  3D  rendering;  bony  structures  rendered  in  white,  aorta  in  
red,  and  monocyte  recruitment  in  blue/green  scale.   7.  
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Certains   auteurs   ont   tiré   profit   de   la   propriété   des   macrophages   à   phagocyter   des  

nanoparticules   riches  en   structures  pol

réalisées  en  injectant  dans  la  circulation  sanguine  de  lapins  mis  sous  régime  [Ruehm  et  al.,  2001]  ou  

de   lapins  Watanabe  [Schmitz  et  al.,  2000]  des  nanoparticules  superparamagnetiques  de  très  petite  

taille   (USPIO).      Ces   2   études   ont  montré   une   captation   de   ces   nanoparticules   au   sein   des   lésions  

riches  en  macrophages.  Ainsi,  au  vu  des  résultats  prometteurs  de  ces  2  précédentes  études,  Kooi  et  

al.  ont  injecté  des  nanoparticules  USPIO  (Sinerem)  à  des  p

Vingt-­‐

montrent  un  hyposignal  dans  une  zone  décrite  ultérieurement  par   immunohistochimie  comme  une  

zone  riche  en  macrophages  ayant  phagocyté  des  USPIO  (Figure  3.8)  [Kooi  et  al.,  2003].  

  

Figure  3.8:  Corresponding   in  vivo  MR   images  of   the  external   (above)  and   internal  (below)  carotid  artery.  b,  T2*weighted  
gradient-­‐echo   MR   image   before   administration   of   USPIOs;   c,   T2*weighted   gradient-­‐echo   MR   image   24   hours   after  
administration  of  USPIOs.  A  signal  decrease  can  be  observed  on  the  postcontrast  T2*w  MR  image  (circle)  in  the  part  of  the  
vessel  wall   that   showed  a   large  number  of  Fe-­‐positive  cells   in   the  corresponding  histological   section.  
2003  
  

Les  macrophages  spumeux  expriment  à   leur  surface  des  récepteurs  scavengers  qui  peuvent  

intéressées  au  ciblage  du  récepteur  scavenger  MSR-­‐A  (Macrophage  Scavenger  Receptor  A  ou  CD204)  

-­‐CD204  couplé  à  des  chélates  de  gadolinium  et  à  

un  fluorophore  (le  nitro-­‐benzoxadiazole  (NBD))  (Figure  3.9)  [Amirbekian  et  al.,  2007]  ou  au  ciblage  du  

récepteur  scavenger  MSR-­‐B  (Macrophage  Scavenger  Receptor  B  ou  CD36)  [Lipinski  et  al.,  2009].    
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Figure  3.9:  Detection  of  macrophages  with  gadolinium-­‐containing  micelles  targeting  macrophage  scavenger  receptors  and  MRI.  MR  axial  
views  of  an  atherosclerotic  plaque   in   the  aorta  of  an  atherosclerotic  mice  before   (A)  and  24  hours   (B)  after   the   intravenous   injection  of  
immuno-­‐micelles   targeting   the   macrophage   scavenger   receptors   (Insets   are   magnification   of   the   aorta;   scale   bar,   1   cm).   A   strong  
enhancement   was   detected   with   MRI   in   the   aortic   wall   24   hours   after   injection   of   immuno-­‐micelles   (B;   white   arrowhead).   Confocal  
fluorescence   microscopy   of   corresponding   atherosclerotic   plaque   demonstrated   colocalization   between   fluorescently   labeled  
immunomicelles   (C,   green   color)   and   anti-­‐CD68   stained   macrophages   (D;   red   stain).   Areas   of   yellow   represent   overlap   of   labeled  
immunomicelles  and  macrophage  staining  on  the  overlaid  images  (E).  White  scale  bar,  250µ     

et   à   sa   capacité  à   capter  du   18F-­‐
18F-­‐FDG  que  

des  plaques  asymptomatiques  [Rudd  et  al.,  2002].    

3.6.4.  Imagerie  des  ROS  

Les  macrophages  activés,   les  CML  ainsi  que   les  cellules  endothéliales  peuvent  produire  des  

ROS aires   et  

in  vivo     ;  ce  sont  les  anions  superoxydes  produits  par  les  NADPH  oxydases  et  

les   acides   hypochloreux   générés   par   les   myeloperoxydases.   De   nouvelles   sondes   fluorescentes  

-­‐fluorescence  des  tissus  cibles  ont  été  développées.  Ces  sondes  (SNAPF  

ypochloreux  par  exemple)  ont  été  capables  de  générer  des  images   in  vivo

[Shepherd  et  al.,  2007].  
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l  

rs   membranes   cellulaires   des   phosphatidylsérines   (PS).   Plusieurs  

V  [Kolodgie  et  al.,  2003][Kietselaer  et  al.,  2004][Isobe  et  al.,  2006][Burtea  et  al.,  2009]  et  le  domaine  

C2  de  la  synaptotagmin  I   [Jung  et  al.,  2004].  Burtea  et  al  ont   identifié  par  phage  display   in  vitro  un  

peptide   (R826

Figure   3.10).   Ce   résultat   a   été   ensuite   conforté   par   des  

  

  

  

Figure  3.10:  MRI  RARE  images  (spatial  resolution  90   m)  are  shown  in  precontrast  (a)  and   30  min  post  Gd-­‐DTPA-­‐g-­‐R826  
injection  (b).     
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3.6.6.  Imagerie  des  métalloprotéinases  (MMPs)  

indica

.  Les  taux  de  MMP-­‐1,  MMP-­‐3,  MMP-­‐

8  et  MMP-­‐9  sont  significativement  augmentés  dans  les  plaques  athéromateuses  instables  comparés  

soient  intéressées  à  q

par  P.Libby  et  R.Weissleder  qui  ont  pu  cibler,   imager  et  quantifier   in  vivo  et  de   façon  non   invasive  

périences   de  

zymographie   in   situ.   Une   sonde   fluorescente   contenant   un   substrat   gélatineux   (précédemment  

identifié  par  phage-­‐display)  est   activée  uniquement   lors  du   clivage  du   substrat  par   les  MMPs.   Elle  

émet  alors  de  la  fluorescence  qui  peut  être  captée  à   Figure  

3.11)  [Deguchi  et  al.,  2006].  
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Figure  3.11:  In  vivo  FMT  (fluorescence  molecular  tomography)  shows  gelatinase  activity  in  mouse  atherosclerotic  plaques.  A  
tomographic  image   in  vivo  FMT  superimposed  by  pseudocolor  analysis  detected  low  NIRF  signals  on  apoE-­‐/-­‐  mice  24  hours  
after  probe  injection  (top  left).  A  rectangle  indicates  the  area  where  NIRF  signals  were  reconstructed.  An  ex  vivo  visible  light  
image   on   the   aorta   excised   after   in   vivo   FMT   session   also   showed   apparently   normal   aorta   (top   middle).   Ex   vivo   NIRF  
reflectance  detected  negligible  signals  on  this  normal  aorta  (top  right).  Cholesterol-­‐fed  apoE-­‐/-­‐  mice  with  no  probe  injection  
served   as   another   control   (middle),   exhibiting   negligible   NIRF   signals   in   vivo   and   ex   vivo,   whereas   a   visible   light   image  
showed   atherosclerotic   changes.   However,   atherosclerotic   aortas   from   cholesterol-­‐fed   apoE-­‐/-­‐   mice   after   probe   yielded  
substantially  more   intense  NIRF  signals   (bottom)  compared  with  2  control  aortas.   Ex  vivo  NIRF   reflectance   also  detected  
NIRF   signals   on   the   aortic   root   and   arch   of   apoE-­‐/-­‐   mice.  
Deguchi  et  al.,  2006.  

  

Récemment,  Fujimoto  et  al.  ont  utilisé  un  inhibiteur  des  MMPs  (MPI)  marqué  au  99mTc  (99mTc-­‐

MPI)   chez   des   lapins   ayant   subi   une   angioplastie   aortique,   soumis   à   un   régime  

hypercholestérolémiant  et  à  un  traitement  aux  statines.  Les  résultats  de  cette  étude  ont  montré  une  

in   vivo,   la   présence   de  MMP   (2   et   9)   et   des  macrophages   en  

immunohistochimie.  De  plus   les  aortes  de  lapins  sous  traitement  aux  statines  ou  à  une  interruption  

du  régime,  présentent  une  captation  en   99mTc-­‐MPI   inférieure  à  celle  des   lapins  ayant  eu  un  régime  

ininterrompu  [Fujimoto  et  al.,  2008].  

développant  la  maladie  avec  des  résultats  similaires  [Ohshima  et  al.,  2009].  
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notamment   le  P947   qui   est   un   chélate   de   gadolinium   couplé   à   un   peptide   spécifique   des  MMPs.  

rapport  signal  sur  bruit  de  17,7  comparé  à  7,7   (Figure  3.12

une   colocalisation   avec   les   MMPs,   essentiellement   les   MMPs   3   et   les   MMPs   9,   en   microscopie  

confocale  [Amirbekian  et  al,  2009]  

  

Figure  3.12:  In  vivo  MR  images  acquired  in  atherosclerotic  ApoE-­‐deficient  mice.  (a)  At  baseline  (before  injection)  and  up  to  
22  hours  after   injection  of  MMP-­‐targeted  P947.   (b)  With  untargeted  P1135   (scrambled   form  of  P947).   (c)  With  standard  
nontargeted   gadoterate   meglumine.   Insets   are   enlargements   of   aorta   (arrow).   Arrowhead   points   to   MR   inset   of  
atherosclerotic   aorta   after   injection  with   P947.   (a    c)   Farthest   right   images   show  hematoxylin-­‐eosin stained   sections   of  
aorta  at  identical  anatomic  level  as  MR  images  from  same  animal.     
  

3.6.7.     

   un   processus   qui   accompagne   aussi   bien   la   formation   que   la   progression   de   la  

La   nature   perméable   de   ces   néovaisseaux   les   rend   extrêmement   fragiles   et  

prompts   à   la   rupture   et   à   la   formation   de   thrombi   intra-­‐plaque.   Plusieurs   marqueurs   de  

intégrines  

de   lapins  malades   ontraste   fonctionnalisé,   le  
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augmentation   de   47%   du   signal   (hypersignal)   par   rapport   aux   témoins.   De   plus,   les   auteurs   ont  

observé   un   blocage   compétitif   du   signal   obtenu   chez   les   lapins   du   troisième   groupe   (Figure   3.13)  

18F-­‐galacto-­‐

érosclérose,   la  présence  de  néovaisseaux  

formés  au   sein  des  artères  atteintes   (Figure  3.14)   [Laitinen  et   al.,   2009].  

ED-­‐B

cancérologie.   Grâce   à   la   technologie   du   phage-­‐display,   un   anticorps   humain   (L19)   dirigé   contre   ce  

u  NIRF  ont  été  réalisées  et  

afin  de  montrer   la  spécificité  du  signal  obtenu  [Matter  et  al.,  2004].  Cette  même  équipe  a   travaillé  

sur  un  nouveau  traceur,  le  125I-­‐G11  qui  est  un  anticorps  radiomarqué  dirigé  contre  le  domaine  C  de  la  

tenascine-­‐C   surexprimée  dans   les  plaques   athérome   et  absente  des   tissus   sains.   Les  auteurs  ont  

007].  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figure   3.13:   In   vivo   spin-­‐echo   image   reformatted   to   display   long   axis   of   aorta   from   renal   arteries   to   diaphragm   of   1  
cholesterol-­‐fed   rabbit   (top)   and   at   single   transverse   level   (bottom)   before   (Pre)   and   after   (Post)   treatment,   after  
semiautomated   segmentation,   and   with   color-­‐coded   signal   enhancement   (Enhancement)   above   baseline   (inpercent).  

Winter  et  el.,  2003.  

Figure  3.14:   In  vivo   18F-­‐galacto-­‐RGD  PET   imaging  showed   focal   increases  (A,  B)   in   the  signal   intensity  colocalizing  with  
calcified  atherosclerotic  aortic  arch  and  aortic  root  as  seen  in  contrast-­‐enhanced  CT  angiography  (C).  Scale  bar,  0.5  cm.  

nen  et  al.,  2009.  
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tes  sont  impliquées  

contact  des  éléments  thrombogéniques  du  sous  endothélium  pour  former  un  thrombus.  Une  étude  

menée  par  angiographie  sur  plusieurs  patients  a  

formation   du   thrombus   avaient   lieu   plusieurs   jours,   voire   plusieurs   mois,   avant   les   premières  

manifestations  cliniques  [Rittersma  et  al.,  2005].    

début   des   années   80   où   les  

use  sur  leur  nature  instable.  Cependant  le  faible  rapport  signal  sur  

bruit   a   vite   découragé   les   adeptes   de   cette   approche   pour   une   application   clinique   [Signore   et   al.  

2001].  En  parallèle,  plusieurs  approches  ont  été  développées,  notamment  le  ciblage  moléculaire  de  

Plusieurs   peptides   liant   la   protéine   99mTc   dont   le   99mTc-­‐P280  

(apcitide,   Acutect)   ou   le   99mTc-­‐P748. u   peptide   99mTc-­‐P280   a  

démontré  de  bonnes    sensibilité  et  spécificité  de  ciblage  [Taillefer  et  al.,  2000]  alors  que  le  99mTc-­‐

P748   a  montré   une   pharmacocinétique   faible   avec   toutefois   une   bonne   captation   par   les   thrombi  

induits   dans   un   modèle   animal   canin   o Lister-­‐

James    et  al.,  1997].   -­‐anticorps  (format  scFv)  anti-­‐

des  agents  de  contraste    superparamagnétiques,  les  MPIO  de  taille  micrométrique  [Von  Zur  Muhlen  

conformation  activée.  Cet  anticorps  est  spécifiq

anticorps  anti-­‐LIBS   -­‐LIBS-­‐MPIO  

iée  

-­‐LIBS-­‐MPIO   par   rapport   aux  MPIO  

contrôles  (Figure  3.15).  
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Figure  3.15:  Ex  vivo  MRI  at  11.7  Tesla.  3D  gradient  echo  sequence  (TR  =  90  ms,  TE  =  4  ms,  imaging  time  7  h  and  resolution  
25  µm  isotropic).  a  The  injured  femoral  artery  exposed  to  LIBS-­‐MPIO  shows  multiple,  intensely-­‐low-­‐signal,  lobulated  areas  
at  the  interface  between  vessel  wall  and  lumen  (arrows).  In  the  injured  artery  perfused  with  control-­‐MPIO  (  b  ),  there  is  a  
small  amount  of  inherent  signal  heterogeneity,  but  this  is  clearly  distinguished  from  the  appearance  of  bound  contrast  (  a  ).  
The  same  is  true  for  the  example  of  an  uninjured  artery  without  MPIO  perfusion,  which  yields  signal  effects  comparable  to  
the  injured  vessel  in  c.     
  

  

  

Enfin  citons  

et  non  occlusif,  avec  et  sans  agent  de  contraste  ciblant  la  fibrine.  Les  résultats  de  cette  étude,  qui  a  

été  menée  sur  

fibrine  (EP-­‐2104R Figure  3.16a,  3.16b)  

[Sirol  et  al.,  2005].    

  

  

  

  

  

  

Figure  3.16a:  Transverse  MR  images  of  a  rabbit  carotid  artery,  1  week  after  thrombus  induction,  with  a  double-­‐inversion  
recovery,  turbo  spin-­‐echo  sequence.  T1  Weighted  (A)  and  T2W  (B)  images  were  obtained  without  any  injection  of  contrast  
agent.  The  white  arrow   indicates   the   location  of   the   thrombus.  C,  The  T1W   images  obtained  30  minutes  after  EP-­‐2104R  
injection.   Sirol  et  al.,  2005.  
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Figure  3.16b:  Transverse  T1W  MR   images  of  a  1-­‐week-­‐old  thrombus,  before  (left,  A  and  C)  and  after  (right,  B  and  D)  EP-­‐
2104R   injection.   Note   the   benefit   of   using   the   fibrin-­‐targeted   MR   contrast   agent   for   thrombus   detection.   Accurate  
detection  and  localization  of  the  thrombus  were  successful  in  both  nonocclusive  (upper  row,  A  and  B)  and  occlusive  (lower  
row,  C  and  D)  thrombi.  White  arrows  denote  the  thrombus  location  in  the  NCE  MRI  study.     
  
  

  

3.7.  Conclusion    

mine   le   degré   de  

  

équipes   se   sont   intéressées   au  marquage   de  molécules   surexprimées   au   sein   de   la   plaque   ou   de  

ciblage  de  molécules  de  surface  endothéliale  telles  que  VCAM-­‐1  ou  P-­‐

possible  de  détecter  des  évènements  précoces  de  ce  processus.  La  transmigration  des  leucocytes  est  

rendue   possible   par   la   présence   de  MCP-­‐1,  molécule   qui   a   été   largement   ciblée   pour   détecter   les  

ue  des  macrophages,  notamment  par  la  prise  en  

charge  du  18F-­‐FDG  au  cours  de  la  glycolyse.  De  plus,  la  sécrétion  par  les  macrophages  spumeux  ou  les  

métalloprotéases   libérées   localement   par   les   macrophages   spumeux   peut   apporter   un  
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qui   accompagne   le   développement   de   la   plaque.   Les   néovaisseaux   expriment   à   leur   surface   des  

  

-­‐ gies  

permettant   le  ciblage  des  lipides  (LDLox  ou  MDA-­‐

anticorps  à  des  traceurs  radioactifs  pouvait  marquer  les  plaques  riches  en  lipides  et  donc  apporter  un  

apoptotiques.  Ces  cellules  présentent  à  leur  surface  des  PS  ou  des  ED-­‐B  qui  peuvent  également  être  

ciblées.   Les   corps   apoptotiques   ont   un   pouvoir   thrombogénique   considérable,   leur   détection   peut  

action   préventive.   La   Figure   3.17   et   le  Tableau   3.1   résument   parfaitement   tous   les   biomarqueurs  

  

  

  
Figure  3.17:  L   

  

3.8.  Cibles  potentielles  (tableau  récapitulatif  des  cibles)  
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Biologie   Molécule/structure/activité  ciblée   Molécule  ciblante   Nature  du  ciblant   Traceur  ou  NP   Imagerie  in  vivo   Technique  d'imagerie   Référence  bibliographique  

     VCAM-­‐1   VINP-­‐28   Peptide     superparamagnétique     +   IRM   Nahrendorf  et  al.,  2006  

          TLP     Peptide   18F  (  18F-­‐4V)     +   PET/CT   Nahrendorf  et  al.,  2009  

          TLP     Peptide   111In  (111In-­‐TLP)     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Nahrendorf  et  al.,  2009  

          MLP   Peptide   111In  (111In-­‐MLP)     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Nahrendorf  et  al.,  2009  

          MCP   Peptide   111In  (111In-­‐MCP)     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Nahrendorf  et  al.,  2009  
          VNP   Peptide   superparamagnétique     +   IRM   Kelly  et  al.,  2004  
          MPIO-­‐M/K2   Anticorps   MPIO     -­‐  (ex  vivo)   IRM   McAteer  et  al.,  2008  
          Microbules-­‐MK2.7   Anticorps   microbulles     +   ECUS   Kaufmann  et  al.,    2007  
Activation          CLIO-­‐Cy5.5-­‐MK2.7   Anticorps   sonde  supermagnet-­‐optique     +   IRM/Fluorescence   Tsourkas  et  al.,  2005  

endothéliale        Gd-­‐DOTA-­‐R832   Anticorps   Gd-­‐DOTA     +   IRM   Burtea  et  al.,  2009  

     P-­‐Sélectine   MPIO-­‐RB40.34   Anticorps   MPIO     -­‐  (ex  vivo)   IRM   McAteer  et  al.,  2008  
        Microbulles-­‐RB40.34   Anticorps   Microbulles     -­‐  (ex  vivo)   ECUS   Lindner    et  al.,  2001  

          VH10-­‐VUSPIO   Anticorps   VUSPIO     +   IRM   Jacobin-­‐valat  et  al.,  2010  

     E-­‐Sélectine   CLIO-­‐Fab'2(CD62E)   Anticorps   CLIO       -­‐  (in  vitro)   IRM   Kang  et  al.,    2002  

     C    125I-­‐LDL   lipoprotéine   125I     +   Scintigraphie   Lees  et  al.,  1983  

     C    99mTc-­‐LDL   lipoprotéine   99mTc     +   Scintigraphie   Lee  et  al.,    1988  

     C    99mTc-­‐LDLox   lipoprotéine   99mTc     +   Scintigraphie   Iuliano  et  al.,  1996  

     Lysine-­‐MDA   125I-­‐MDA-­‐2   Anticorps   125I     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Torzewski  et  al.,  2004  

Détection  des   Lysine-­‐MDA   99mTc-­‐MDA-­‐2   Anticorps   99mTc     +   Scintigraphie   Tsimikas  et  al.,  1999  

  lipoproitéines   LDLox  et  MDA-­‐LDL   125I-­‐IK17   Anticorps   125I     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Shaw  et  Al.,  2001  

     LDLox  et  MDA-­‐LDL   micelle-­‐Gd-­‐MDA2   Anticorps   Gd        IRM   Leung  K  2010  

     CCR2   125I-­‐MCP-­‐1   Peptide   125I     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Ohtsuki  et  al.,  2001  

     CCR2   99mTc-­‐MCP-­‐1   Peptide   99mTc     +      Hartung  et  al.,  2007  

Macrophages/   inflammation   111In-­‐monocytes   cellule   111In     +   SPECT/CT   Kircher  et  al.,  2007  

Monocytes   Scavenger  classe  E  (LOX1)   99mTc-­‐anti-­‐LOX-­‐1   Anticorps   99mTc     +   SPECT/CT   Ishino  et  al.,  2008  

     Scavenger  classe  E  (LOX1)   111In-­‐liposome-­‐LOX-­‐1  antibody-­‐DiI-­‐F   Anticorps   111In/Fluorescence     +   SPECT/CT   Dayuan  li  &  al.,  2010  
     Scavenger  classe  E  (LOX1)   Gd-­‐liposome-­‐LOX-­‐1  antibody-­‐DiI-­‐F   Anticorps   Gd/Fluorescence     +   IRM   Dayuan  li  &  al.,  2010  
     CD204  (MSR  A)   Immunomicelle-­‐antiCD204-­‐Gd   Anticorps   Gd/Fluorescence     +   IRM   Amirbekian  et  al.,  2007  
     CD36  (MSR  B)   (Gd)-­‐lipid-­‐based  nanoparticles     Anticorps   Gd/Fluorescence     -­‐  (ex  vivo)   IRM   Lipinski  et  al.,  2009  

     Métabolisme     N/A   Glucide   18F-­‐FDG     in  vivo   PET/CT   Rudd  et  al.,  2002  
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Biologie   Molécule/structure/activité  ciblée   Molécule  ciblante   Nature  du  ciblant   Traceur  ou  NP  
Imagerie  in  
vivo   Technique  d'imagerie   Référence  bibliographique  

     Phosphatidylsérine   Annexine  V     Peptide   99mTc       -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie   Kolodgie  et  al.,  2003  

          99mTc-­‐Annexine  V     Peptide     99mTc     +   SPECT/CT   Kietselaer    et  al.,  2004  
Apoptose        99mTc-­‐Annexine  A5     Peptide     99mTc     +   SPECT/CT   Isobe    et  al.,  2006  
          R826-­‐Gd-­‐DTPA     Peptide   Gd-­‐DTPA     +   IRM   Burtea  et  al.,  2009  
          C2A  (synaptotagmin  I  )-­‐Gd-­‐DTPA   Peptide   Gd-­‐DTPA     -­‐  (in  vitro)   IRM   Jung    et  al.,  2004  
          C2A  (synaptotagmin  I  )-­‐SPIO   Peptide   SPIO  (superparamagnétique)     -­‐  (in  vitro)   IRM   Jung    et  al.,  2004  

          Gd-­‐DTPA-­‐g-­‐R826   Anticorps   Gd-­‐DTPA  (paramagnétique)     +     IRM   Burtea    et  al.,  2009  

     MMP2  et  MMP9   Sonde-­‐gélatinase   Peptide   sonde  fluorescente     +   NIRF   Jun-­‐o  Deguchi  et  al.,  2006  

MMP   MMP2  et  MMP9   MPI_RP805   Peptide   99mTc-­‐MPI     +   SPECT/CT   Fujimoto  et  al.,  2008  

     MMP3  et  MMP9   P947   Peptide  synthétique   Gd-­‐Peptidyl-­‐Hydroxamic-­‐Acid     +   IRM   Amirbekian  et  al,  2009  

        Gd-­‐DTPA-­‐BOA-­‐peptide   Peptidomimétique   Gd-­‐DTPA-­‐BOA     +   IRM   Winter  et  al.,  2003  

Angiogénèse      18F-­‐galacto-­‐RGD   Peptide  RGD   18F     +   PET/CT   Laitinen  et  al.,  2009  

     ExtradomaineB-­‐  fibronectine  (ED-­‐B)   111In-­‐SIP(L19)   Anticorps   111In-­‐SIP(L19)     -­‐   Autoradiographie   Matter  et  al.,  2004  
     ExtradomaineB-­‐  fibronectine  (ED-­‐B)   Cy7-­‐NHS-­‐SIP(L19)   Anticorps   Cy7-­‐NHS-­‐SIP(L19)     +   NIRF   Matter  et  al.,  2004  

     Tenascine-­‐C     125I-­‐G11     Anticorps   125I     -­‐  (ex  vivo)   Autoradiographie     Von  Lukowicz  et  al.,  2007  

Activité        99mTc-­‐P280   Peptide   99mTc     +   Scintigraphie   Taillefer  et  al.,  2000  

plaquettaire      99mTc-­‐P748   Pptide   99mTc     +   Scintigraphie   Lister-­‐James    et  al.,  1997  
et  thrombus      Anti-­‐LIBS-­‐MPIO     Anticorps   MPIO  (superparamagnétique)     -­‐  (ex  vivo)   IRM   Von  Zur  Muhlen  et  al.,  2009  

     Fibrine   EP-­‐2104R   Peptide   Gd-­‐DTPA     +   IRM   Sirol  et  al.,  2005  

  

Tableau  3.1:  Principales     :  nanoparticule.  
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II)  Ciblage  pour  la  thérapie  

3.10.    Généralités  

ormes   monogéniques   tel   que  

LDL-­‐C).  Bien  que  la  prévalence  de  cette  affection  

actère   héréditaire   qui   a   conduit   les   chercheurs   à   comprendre   la   raison   pour  

Goldstein   qui   en   1973   ont   découvert   que   des   fibroblastes   en   culture,   issus   de   patients   atteints  

responsable   de   la   biosynthèse   du   cholestérol,   -­‐CoA   réductase   [Goldstein   et   Brown,  

1973][Goldstein   et   Brown,   1974].   Cette   donnée   a   été   ensuite   reprise   par   Akira   Endo,   un   chercheur  

japonais  qui  a,  grâce  à  une  pugnacité  remarquable,  découvert  une  molécule  issue  de  Penicillium  citrinum  

-­‐CoA  réductase.  De  là  est  née  la  mévastatine,  première  

molécule   pouvant   réduire   les   taux   de   LDL-­‐C   et   de   ce   fait   prévenir   les   maladies   cardiovasculaires.  

e  fil   la  simvastatin  des  laboratoires  Merck

plus  à  prouver   -­‐C  plasmatiques  et  de  sauver  

ng,   il  est  

fibrates  ou  les  résines.  

dans  le  monde  

  

  3.11.  Ciblage  du  métabolisme  des  lipoprotéines  

des  accidents  cardiovasculaires  est  directement  liée  au  taux  plasmatique  de  LDL-­‐C  et  inversement  liée  au  

taux   de   HDL-­‐C*   (cholestérol   a ans   le   chapitre   de  
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  métabolisme  lipidique  

Ainsi,  agir  sur  ce  métabolisme  peut  être  une  piste  sérieuse  dans  sa  prévention  ou  son  traitement.    

3.12.  Ciblage  du  métabolisme  du  cholestérol  

      réabsorbé  par   les  

entérocytes  au  cours  de  la  voie  entéro-­‐hépatique  (1)  soit  être  synthétisé  par  le  foie  (2).  Dans  tous  les  cas,  

ACAT2  et  incorporé  dans  les  chylomicrons  (dans  les  entérocytes)  

ou   les  VLDL   (dans   les  hépatocytes)  par   les  MTP   (microsomal   transfer  protein)

enzymes  pourrait  réduire  considérablement  les  taux  de  LDL-­‐ ACAT1  participe  à  

la   formation   des   cellules   spumeuses   dans   la   paroi   vasculaire   et   constitue   de   fait   une   cible   alternative  

(Figure  3.18).    

ransporteurs   IBAT   (ileal   sodium-­‐dependant  

bile   acid   transporter)   localisés  dans   les  membranes   apicales   des   entérocytes.   Ce   transporteur   est   une  

  (Figure  3.18).    

Le  ciblage  des  LPL  endothéliales   (lipoprotéine   lipase)  serait  une  autre  alternative   thérapeutique.  Cette  

chylomicrons  et  VLDL.  Cette  action  conduit  à  la  formation  de  molécules  rémanentes  et  de  particules  IDL  

et  LDL  (Figure  3.18).  

-­‐CoA   réductase   sont  des   inhibiteurs   de   la   biosynthèse  de  

produits   stéroïdiens   comme   le   cholestérol   mais   aussi   de   produit

squalène  synthase  

synthèse  du  cholestérol  sans  affecter  les  autres  voies  métaboliques  (Figure  3.19)  [Ugawa  et  al.,  2000].    
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Figure   3.18  :      en  
développement).   AB  :   Acides   biliaires,      CL  :   Cholestérol   libre,   CE  :   Cholestérol   estérifié,      ACAT  :Acyl-­‐coenzyme   A   cholesterol  
acyltransferase,   CM  :   Chylomicrons,  MTP  :  Microsomal   transfer   protein,   ABCA1  :   adenosine   triphosphate-­‐binding   cassette  A1,  
LPL  :  lipoprotéine  lipase,  CETP  :  Cholesterol  ester  transfer  protein,  SR-­‐B1  :  Scavenger  receptor  class  B  type  1,  IBAT  :  ileal  sodium-­‐
dependent  bile  acid  transporter,  I-­‐BABP:  ileal  bile  acidbinding  protein.     sont  

  les  résines  (inhibiteurs  de  
réabsorption  des  acides  biliaires).   -­‐Royer,  2004.  

  

  

  

Figure  3.19  
enzymes,  dont  la  3-­‐hydroxy-­‐3-­‐méthylglutaryl  coenzyme  A  (HMG  CoA)  réductase,  en  farnésyl-­‐pyrophosphate.  Ce  dernier  est   le  

   voie   de   synthèse   spécifique   des   stéroïdes.   PP:  
pyrophosphate.   -­‐Royer,  2004.  
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3.13.  Ciblage  du  métabolisme  des  LDL    

Les  LDL  sont  des  lipoprotéines  riches  en  apolipoprotéines  B  (apoB)  et  transportent  le  cholestérol  du  foie  

vers   les  tis MTP  responsable  du  transfert  de  

le  sang  et  par  conséquent  une  diminution  des  affections  cardiovas

de  cette  enzyme  diminuerait  les  taux  de  LDL-­‐C  dans  le  sang  et  permettrait  au  cholestérol  présent  dans  le  

-­‐hépatique.   Le  

ciblage  d -­‐sens  [Kastelein  et  al.,  

2006]    [Schiopu  et  al.,  2004]. 

Dans   certaines   affections   comme   le   diabète   de   type   II   (non   insulino-­‐dépendant)   ou   dans   certaines  

hyperlipidémies   familiales,   le   foie  sécrète  de  grandes  quantités  de  VLDL  amenant  à  des   risques  accrus  

-­‐

scription  USF1   (Upstream   stimulatory   factor   1)   intervenant   dans   la   régulation   de  

plusieurs  gènes  des  métabolismes  lipidiques  et  glucidiques  [Komulainen  et  al.,  2006].  Bien  que  très  peu  

ription,   son   ciblage   pourrait  

  

Un  autre  élément  important  dans  la  régulation  des  taux  de  LDL-­‐C  plasmatiques  est  la  présence  de  LDLR  

fonctionnels   à   la  

familiale  autosomale  récessive  a  pour  base  une  altération  du  système  de  recyclage  des  LDLR,  qui  aboutit  

ue,  et  donc  à  un  défaut  de  

clairance   des   LDL-­‐C   du   sang      [Garcia   et   al.,   2001].   En   réalité   cette   mutation   touche   une   protéine  

adaptatrice   possédant   un   domaine   PTD  

séquence   consensus   NPXY   présente   dans   la   partie   intra-­‐cytoplasmique   de   plusieurs   protéines,  

système  de  recyclage  pour  la  diminution  des  taux  de  LDL-­‐C  sanguins.  
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3.14.  Ciblage  du  métabolisme  des  HDL    

Les  HDL  sont  des  lipoprotéines  riches  en  ApoA-­‐I.  Des  perfusions  répétées  de  cette  apolipoprotéine  chez  

effectifs   humains   aient   montré   un   effet   protecteur   des   ApoA-­‐I,   «     »      qui   consiste   à  

celui  

-­‐C  plasmatiques.  Les  études  menées  sur  cette  

CETP   (cholesterol  ester  

transfer  protein).  Cette  enzyme  facilite  le  transfert  des  esters  de  cholestérol  des  HDL  vers  les  VLDL  et  les  

LDL   favorisant   une   baisse   des   concentrations   de   HDL-­‐C.   Cet   effet   proathérogénique   pourrait   être  

ue  

concerne  un  de  ces  inhibiteurs,  le  torcetrabip.  Cette  molécule,  prometteuse  sur  les  modèles  animaux,  a  

milliards   de   dollars   pour   la   société.   Le   torcetrabip   augmentait   la   pression   artérielle   ainsi   que   les  

a   6  mois,   la   société   Japan-­‐ uvel  

inhibiteur  de  la  CETP,  le  Dalcetrabip  [Adis  R  &  D  profile,  2010].  

-­‐I  

ABCA1,   dont   la   mutation   engendre   une   maladie  

génétique  rare  qui  porte  le  nom  de  la  maladie  de  Tangier.  Au  cours  de  cette  maladie,  il  y  a  peu  ou  pas  de  

HDL-­‐C  plasmatiques  et  une  accumulation  de  HDL  dans  les  tissus,  notamment  dans  le  foie,  les  entérocytes  

ou   dans   les   macrophages   qui   deviennent   très   rapidement   spumeux.   Cette   découverte   a   permis   de  

RTC   (reverse  cholestérol  efflux)  qui  aurait  pour  

effet  la  mobilisation  rapide  de  HDL-­‐ anti-­‐athérogène)  (Figure  3.20).  

sistérolémie,  ont  montré   la  présence  de  taux  anormalement  élevés  de  stérols   issus  de  végétaux  ou  de  

cholestérol   dans   leurs   tissus.   Cette   maladie   a   été   ensuite   attribuée   à   une  mutation   présente   sur   un  

ABCG5/ABCG8  

stérols   dans   la   bile   (Figure   3.20
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des   facteurs   nucléaires   LXR   (Liver   X   receptor)   par   les   oxystérols  

(dérivés  oxydatifs  du  cholestérol)  [Venkateswaran  et  al.,  2000a].  De  manière  tout  à  fait  intéressante,  un  

e  la  voie  des  LXR  ;  il  

ABCG1  [Venkateswaran  et  al.,  2000b].  Klucken  et  al.    ont  montré  

macrophages  [Klucken  et  al.,  2000].  Plusieurs  agonistes  synthétiques  des  LXR  ont  vu  le  jour.  Ces  derniers  

induisent   la   transcription   de   ces   ABC   récepteurs   mais   également   de   plusieurs   autres   molécules  

s  les  macrophages  et  

les   adipocytes   [Laffitte   et   al.,   2001].  Même   si   ces   agonistes   augmentent   le   taux   de   HDL   et   réduisent  

provoquant  des  stéatoses  hépatiques,  particulièrement  dans  le  modèle  de  souris  obèse  db/db  [Chisholm  

et  al.,  2003].  Récemment  ont  été  décrits  de  nouveaux  agonistes  partiels  pouvant  sélectivement  activer  

ABCA1   et   ABCG1   et   non   la   synthèse   des   lipides.   Parmi   eux,   le   LXR-­‐623   dont   les   paramètres  

pharmacocinétiques   et   dynamiques   ont   été   testés   chez   des   individus   sains   [Katz   et   al.,   2009]   et  

  

-­‐ ux  du  

cholestérol  et  de  ce  fait  augmenter  les  taux  de  HDL-­‐C  plasmatique  [Navab  et  al.,  2006].  

Les   propriétés   athéroprotectrices  

Paraxonase   (PON).   Des   souris   doubles   mutantes   pon-­‐/-­‐   apoE-­‐/-­‐   montrent   une   oxydation   accrue   des  

s  LDL  

ou   IDL   comparé   aux   souris   apoE-­‐/-­‐   simple   KO   [Shih   et   al.,   2000].   Les   HDL   peuvent   également   agir   en  

des   LCAT   (lecithin  

également  été  attribuée  à  une  autre  enzyme,  la  PAF-­‐AH  (PAF-­‐acétylhydrolase)  qui  est  associée  aux  HDL  

être  bénéfique.  
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Figure  3.20   .,  2010.  

  

3.15   

lésions   tissulaires.   A   la   suite   de   perturbations   membranaires,   les   phospholipides   de   divers   types  

cellulaires   (par   exemple   les  macrophages),   sont   dégradés   en   lipides   biologiquement   actifs.   Ces   lipides  

  

  

3.15.1.  Ciblage  des  lipides  biologiquement  actifs  

3.15.1.1.  La  cycloxygénase  et  dérivés  prostanoïques  

glycérophospholipides  par  la  phospholipase  A2  (PLA2).  La  cyclooxygénase  (Cox)  est  une  enzyme  
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la   synthèse   de   dérivés   prostanoïques.   La   distinction  

entre   les   2   isoformes   des   Cox   (-­‐1   et   -­‐ -­‐inflammatoire   non  

stéroïdien  (AINS)  qui  agit  de  façon  non  sélective  sur  les  2  isoformes.  En  revanche,  son  utilisation  

à   faible   dose   journalière   (75   à   300mg)   permet   de   cibler   la   Cox-­‐1   constitutive   des   plaquettes  

sanguines   et   de   réduire   les   prostaglandines   proathérogéniques,   les   thromboxanes   A2   (TXA2).  

-­‐2  a  un  effet  inverse.  Elle   hérothrombose.  En  

réalité   ox-­‐2  inhibe  l prostacycline  PGI2  

sans   affecter   la   prostaglandine   TXA2.  

  agoniste  du  récepteur  de  la  prostacycline  PGI2  

du   récepteur   du   thromboxane   A2   TXA2,   notamment   le   S18886   dont   les   paramètres  

  

La  prostaglandine  E2   (PGE2)  est  générée  par  plusieurs  enzymes  dont   la  PGE  synthase1  

(mPGES1   ou   PTGES).   Des   expériences   me    durant  

  une  régulation  positive  

de   ce   gène   entraîne   une   baisse   de   la   progression   de   la  maladie   avec   une   augmentation   de   la  

biosynthèse  de  PGI2  (mais  pas  de  TXA2)  [Wang  et  al.,  2006].  Ainsi  le  ciblage  de  mPGES1  pourrait  

être  une  voie  intéressante  

récepteurs   EP1   ou   EP3   pourrait   avoir   des   effets  

s  

où  ils  ont  un  effet  pro-­‐     

  

3.15.1.2.  La  5-­‐Lipoxygénase  et  les  leucotriènes  

arachidonique.  Les  leucotriènes  A4  (LTA4)  sont  gé -­‐lipoxygènase  (5-­‐

-­‐LO  activating  protein  (FLAP).   La  LTA4  peut  être  métabolisée  par   la  LTA4  

hydrolase   en   LTB4   qui   alors   peut   se   lier   et   activer   ses   récepteurs   BLT1   et   BLT2.   Ces   deux  

récepteurs  sont  exprimé

des  récepteurs  du  LTB4  (BLT1  et  2)  ou  la  délétion  du  gène  codant  pour  ces  récepteurs  réduit  le  

indiquant   ainsi   que  
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-­‐LO-­‐LTB4  peut  être  une  approche  thérapeutique  intéressante.  Des  études  

de  génotypage  des  promoteurs  du  gène  ALOX5AP  

[Dwyer   et   al.,   2004].  

  

(par  ex.   indole  MK-­‐886  et  BAY  X1005,  pour  lesquels   les  essais  de  phase   I  et   II  ont  été  réalisés)  

[Evans  et  al.,  2008].  

  

3.15.2.  Les  phospholipides  oxydés  

Les  acides  gras   insaturés  sur   la  position  sn-­‐

dans  les  parois  vasculaires.  Navab  et  al.  ont  montré  que  ces  phospholipides  oxydés  ont  une  activité  pro-­‐

inflammatoire   et   de   ce   fait   sont   haut

enzymes  de  la  paroi  vasculaire  pouvant  augmenter  le  stress  oxydatif  et  donc  la  peroxydation  des  lipides  

rmi   ces  

enzymes,  citons  les   lipoxygénases,  les  NADPH  oxydases  et   les  myéloperoxydases  qui  sont  actuellement  

[Nicholls  et  al.,  2009][Madamanchi  et  al.,  2005].  

La   famille   des   PLA2   sécrétées   (particulièrement   les   groupes   IIa,   V   et   X)   a   été   impliquée   dans  

lipoprotéines  hautement  athérogènes,  les  Lp-­‐PLA2  [Macphee  et  al.,  2006].  Ces  molécules  sont  capables  

de  cliver  les  phospholipides  et  les  phospholipides  oxydés  pour  libérer  des  molécules  pro-­‐inflammatoires  

telles   que   le   PAF   ou   des   lipides   oxydés.   -­‐PLA2   est   en  

développement  clinique  [Macphee  et  al.,  2006][Fujioka  et  al.,  2009]. 

  

Les   phospholipides   oxydés   peuvent   entraîner   une   réponse   immunitaire   bénéfique.  

modèles  murins  

plus  surprenante,  des  souris  LDL-­‐/-­‐  immunisées  avec  Streptococcus  pneumonia,  montrent  une  production  

significative  

réponse   bénéfique   est   dirigée   par   des   anticorps   présentant   une   homologie   parfaite   avec   des   auto-­‐

anticorps  développés   chez  des   souris   athéromateuses   :   les  anticorps  T15.      Ces   anticorps  

sont   des   anticorps   naturels,   produits   sans   immunisation  

différents   pathogènes   car   spécifiques   de   la   phosphorylcholine.   Le   clonotype   T15   peut   inhiber  
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mulation  des  phospholipides  modifiés  dans  les  macrophages.    Les  études  de  cette  équipe  illustrent  

  molecular  mimicry  »  entre  des  

pathogènes  et  des  antigènes  du  soi  altéré.  Les  LDLox  sont  u altérés  suite  à  un  stress  

oxy

  

  la  sécrétion  

de  T15  [Sempi,  2008]

à  la  présence  de  lipoprotéines(a)  ou  Lp(a)  (un  facteur  de  risque  cardiovasculaire  indépendant  ayant  une  

fonction  inconnue)  [Tsimikas  et  al.,  2005][Bergmark  et  al.,  2008].  

  

3.16   

ites   par   une  modification   du   flux  

sanguin   dans   les   artères.   Le   recrutement   des   cellules   immunitaires   est  massif   et   contribue,   de   par   la  

sécrétion  de  cytokines  pro-­‐inflammatoires,  au  développement  de  la  maladie.    

   3.16.1.  Les  cellules  endothéliales  

   Les   cellules   endothéliales   ont   un   rôle   crucial   dans   le   recrutement   et   la   migration   sous-­‐

VCAM-­‐1,  ICAM  ou  P-­‐sélectine.  

CD44,  exprimé  par  les  cellules  T  mémoires,  est  augmentée  

dans  la  lésion  [Cuff  et  a -­‐CD44,  le  BivatuzuMab,  est  

utilisé  dans  le  traitement  des  cancers  tête  et  cou  avec  métastases.    

p

de   la  P-­‐sélectine  a  vu   le   jour,   le  PSI-­‐697 in  

vitro   -­‐sélectine  avec   son   ligand  PSGL-­‐
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expérimentations   in  vivo  

Bedard  et  al.,  2008].  

Un   autre   rôle   important   des   cellules   endothéliales   est   leur   capacité   à   détecter   la   moindre  

variation   dans   le   changement   de   flux   au   sein   des   vaisseaux.   Lorsque   le   flux   est   laminaire,   les   cellules  

  ;   en   revanche      cette   production   est  

augmentée  quand  le  flux  devient  turbulent.  La  compréhension  de  la  signalisation  intracellulaire  ainsi  que  

ont   montré   que   le   kruppel-­‐like   factor   2   (KLF-­‐2)   détient   un   rôle   central   dans   le   mécanisme   de  

-­‐like  

factor  2  e

al.,  2006].    

3.16.2.  Les  monocytes,  macrophages  et  cellules  dendritiques  

   est   un  

élément   important   du   processus   de   développement   de   la   lésion   athéroscléreuse.   Ce   recrutement   est  

rendu  possible  grâce  à  la  libération  locale  de  chémokines  telle  que  CCL2  (MCP-­‐1)  qui  interagissent  avec  

les  récepteurs  CCR2  monocytaires.    

Selon   les  ma

être  identifiées.  Des  chercheurs  ont  montré  que  seuls   les  monocytes  Ly-­‐6Chi,  CX3CR1low,  Gr-­‐1hi  et  CCR2  

e  en  macrophages  chez  la  souris  

[Swirski  et  al.,  2007][Tacke  et  al.,  2007].  Une  application  thérapeutique  pourrait  donc  être  envisagée  en  

en  évitant  les     

Les   récepteurs  TLR   (Toll-­‐like   receptors)  présents  à   la   surface  des  macrophages   sont  aussi  bien  

tivation   de   ces   récepteurs   entraîne   une   différenciation   rapide   des  monocytes   en  macrophages   et  

Krutzik   et   al.,   2005].   De   plus,   des   souris  

hyperlipidémiques   déficientes   pour   TLR2   [Mullick   et   al.,   2005],   TLR4   [Michelsen   et   al.,   2004]   ou   pour  
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ent Liu   et   al.,   2008].   De   récentes   recherches   ont  

des  cellules  spumeuses  [Sorrentino  et  al.,  2010].  De  ce  fait,  le  ciblage  direct  des  TLR  ou  indirect  (via  LXR)  

  

  

3.17.  Protéases  et  apoptose  

La  rupture  de   la  plaque  est  associée  à   la  dégradation  des  composants  de   la  matrice  extracellulaire  par  

Les   MMP9,   produites   par   les   macrophages,   sont   les   plus   représentées   dans   les   plaques.   Leur  

surexpression   chez   des   souris   ApoE-­‐/-­‐   entraîne   inexorablement   la   rupture   des   plaques   du   tronc  

brachiocéphalique  [Gough  et  al.,  2006].    Les  cathepsines  sont  une  autre  classe  de  protéases,  également  

impliquées  dans  la  rupture.  Ce  sont  des  enzymes  lysosomiales  actives  à  pH  acide  mais  qui  conservent  la  

capaci

une   augmentation   des   composants   de   la   matrice   extracellulaire   tout   en   réduisant   la   probabilité   des  

  

plaque  et  de  fait  réduire  les  risques  de  rupture.  

La  présence  de  cellules  apoptotiques  au  sein  des  lésions  augmente  la  probabilité  de  rupture  de  plaque.  

ecrutement  des  leucocytes  au  sein  des  plaques  était  

au  stress  engendré  par  le  peroxysome  et  la  signalisation  via  plusieurs  récepteurs  incluant  les  récepteurs  

-­‐amino-­‐terminal-­‐kinase   (JNK)   [Seimon   et   al.,   2006]   qui   pourrait   être   une   cible  
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3.18   :  Un  récepteur  nucléaire  «  magique  »  ?  

Les   fibrates  sont  des  agonistes  des  récepteurs      (Peroxisome  proliferator-­‐activated  receptors).   Ils  

sont   couramment   utilisés   en   clinique   pour   la   diminution   des   taux   de   triglycérides   sanguins   et  

HDL.  

des  enzymes  liées  au  métabolisme  des  acides  gras  et   leur  oxydation  [Aoyama  et  al.,  1998].  Des  études  

-­‐CoA  oxydase  qui,  au  cours  

Kersten  et  al.,  1999].    

Le  rôle  intégral  des  PPAR   

dans   la   régulation   du   métabolisme   des   lipoprotéines.   Les   souris   PPAR -­‐/-­‐   montrent   de   faibles  

concentrations   de   HDL-­‐C   sanguines   mais   de   forts   taux   en   triglycérides.   Ainsi,   PPAR    est   aussi   bien  

-­‐I   que   dans   celui   des  

Lee  et  al.,  2003].  Ces  diverses  actions  

  

[Plutzky

-­‐6,  de  fibrinogène  et  de  CRP  (C-­‐reactive  protein)  [Delerive  et  

Madej  et  

des   VCAM-­‐1   [Marx   et   al.,   1999]   et   de   MCP-­‐1   [Pasceri   et   al.,   2001]   avec   une   réduction   des   lésions  

athéroscléroses   [Zadelaar   Delerive   et   al.,   2000].  

peut   réprimer   le   facteur   tissulaire   et   ainsi   réduire   la   thrombose   [Marx   et   al.,   2001]   ou   induire  

holestérol  des  macrophages  [Chinetti  et  al.,  2001].    

Ce   récepteur   nucléaire   apparaît   comme   le   «  centre   névralgique  »   de   plusieurs   voies   métaboliques  

obésité  et   le  diabète.  

un   intérêt   thérapeutique   particulièrement   intéressant   pour   le   traî    (Figure  

3.21).  

  



97  
  

  

Figure  3.21:  Modulation  of  lipid  metabolism  and  inflammatory  genes  by  PPAR .  Synthetic  ligands,  such  as  fibrates,  can  activate  
PPAR .  As  for  endogenous  ligands,  it  is  hypothesized  that  fatty  acids  released  from  triglyceride-­‐rich  lipoproteins,  such  as  VLDL,  
can  activate  PPAR ,  which  would  in  turn  increase  LPL  expression/activity  and  continue  releasing  more  ligands  from  triglyceride-­‐
rich   lipoproteins.   Additionally,   PPAR    can   also   generate   its   own   ligand   by   increasing   NADPH   oxidase   expression   and   LDL  
oxidation.  When  activated,  PPAR   can  exert  it  effects  on  different  tissues  affecting  insulin  sensitivity,  lipoprotein  synthesis  and  
metabolism,   -­‐oxidation,  vasodilation,  inflammation,  and  cholesterol  efflux.     
  
  
  
  

3.19.  Conclusion  

Bien   que   de   grands   progrès   aient   été   réalisés   ces   dernières   années   pour   la   prévention   de  

alité   dans   nos   sociétés.   Les   stratégies  

actuelles  qui  visent  à  modifier  les  taux  de  LDL-­‐

des   patients.   Des   études   plus   fines   des  mécanismes   physiologiques   impliqués   sont   donc   à   poursuivre  

pour   proposer   de   nouvelles   approches   thérapeutiques.   Des   médicaments   qui   empêcheraient  

vasculaire  pourraient  réduire  effacement  la  progression  de  la  pathologie.  Par  ailleu

in  vivo   pourrait   apporter  un  

nouveau   souffle   dans   la   discipline.   De   tels   peptides   ou   anticorps   pourraient   agir   directement   sur   les  

-­‐4  [Hong  et  al.,  2007]  ou  un  anticorps  agissant  sur  le  récepteur  de  IL-­‐
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   capacité   à   réduire  
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Chapitre  4  :  Ingénierie  des  anticorps  et    «  Phage  Display  »  :  Emergence  
des  anticorps  humains  dans  les  biopharmaceutiques  

I)  Les  Anticorps  

4.1.  Généralités  

Les  anticorps  monoclonaux  (Acm)  et   leurs  dérivés  connaissent  de  nos  jours  un  essor  considérable  dans  

les  domaines  de  la  biotechnologie  et  des  biopharmaceutiques.  En  un  peu  plus  de  vingt  ans,  plus  de  30  

immunoglobulines  (IgG)  et  dérivés  ont  obtenu  une  autorisation  de  mise  sur  le  marché  (AMM),  dans  des  

indications   thérapeutiques   très   variées   (oncologie,   inflammation,   auto-­‐immunité,   transplantation,  

angioplastie,  hématologie,  ophtalmologie,  infections  virales  et  allergie)  [Beck  et  al.  2009].  

B e   des   patients   atteints   de   ces   pathologies  

quelquefois   invalidantes.  

Acm  

en  développement,    le  nombre  de  cibles  validées  est  minime.  Il  en  est  de  même  pour  le  diagnostic  non  

invasif   -­‐objets   ciblant   sont   élaborés   contre   des   molécules  

classiquement   données   comme   surexprimées   dans   les   différentes   phases   de   la   pathologie,   comme  

      Partir   de   données   physiopathologiques   bien  

approche  sûre     sans  pour  autant  oublier  que  les  données  récoltées  sur  la  plaque  

pertinents  que   ceux  déjà   listés.   he   internationale  évolue.  Alors  que  

certaines   équipes   se   sont   attelées   à   décrire   un   listing   impressionnant   de   protéines   constituant   les  

[Bagnato  et  al.  2007],  notre  équipe  a  choisi  

de   développer   une   approche   innovante   et   originale   qui   consiste   à  mieux   anticiper   le   choix   des   cibles  

potentielles   par   une   approche   de   phage-­‐display   in   vivo

technologie  est  désignée   in  vivo   -­‐même  qui  prend  en  compte  à  la  fois   la  

par  notre  équipe  sur  un  

mod   [Robert  et  al.  2006],  peut  être  encore  renforcée  en  utilisant  différents  
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extracellulaires  mais  aussi  intracellulaires  (Cf  partie  Résultats).    

la  technologie  du  phage  

display   et   plus   précisément   sa   composante   in   vivo  ;   son   potentiel   ainsi   que   son   utilisation   pour   la  

  ou  la  thérapie.  

  

4.2.  Les  Immuglobulines  (Ig)  

4.2.1.  Structure  protéique    

Grâce  à  l'analyse  par  diffraction  des  rayons  X  de  cristaux  d'anticorps  (Ac)  libres  ou  complexées  à  

leur  antigène,  la  structure  tridimensionnelle  des  Ig  et  les  acides  aminés  impliqués  dans  ces  interactions  

sont  aujourd'hui  élucidés  (Figure  4.1).  Les  Ac  ou  Ig  sont  des  glycoprotéines  formées  de  deux  catégories  

de  chaînes  polypeptidiques,  les  chaînes  légères  (L  pour  light)     ou     et  les  chaînes  lourdes  (H  pour  heavy)  

au  nombre  de  neuf  chez  l'homme  :  µ;     ;   1  ;     2  ;     3  ;     4  ;     1  ;   2  et   ne  lourde  

qui  définit  la  classe  et  la  sous-­‐classe  de  l'Ig.    

Ces   molécules   sont   symétriques,   de   structure   (H2L2)n,   n   variant   de   1   (pour   les   IgM  

membranaires,  IgD,  IgG,  IgE,  IgA  monomériques)  à  2,  3  ou  4  (IgA  dimériques  ou  polymériques)  ou  même  

5  pour  les  IgM  plasmatiques.  L'élément  de  base  de  ces  chaînes  est  le  domaine  immunoglobuline  que  l'on  

retrouve  dans  un  grand  nombre  de  protéines  appartenant  à  la  superfamille  des  Ig.  Chaque  domaine  est  

formé  d'une  chaîne  polypeptidique  de  110  AA  organisée  en  deux   feuillets   s  par  un  

pont  disulfure  intra-­‐chaîne  nécessaire  à  leur  repliement  et  donc  à  l'activité  de  l'anticorps.  Les  chaînes  (L)  

  et     sont  formées  de  deux  domaines,  un  domaine  variable  (V   ou  V )  et  un  domaine  constant  (C   ou  

C   H  comportent  un  domaine  variable  (VH)  et  3  ( ,   ,   )  ou  4  (µ,   )  domaines  constants  CH  

(Constant).   Au   niveau   de   chaque   domaine   variable   VH   ou   VL,   on   note   la   présence   de   3   zones  

hypervariables   ou   régions   déterminant   la   complémentarité   (CDR   pour   complementary   determining  

regions).   Le   paratope   (zone   sur   l'Ig   reconnaissant   l'épitope   sur   l'antigène)   est   formé   de   ces   zones  

hypervariables,   elles   même   séparées   par   des   régions   plus   conservées   (dites   régions   charpentes   ou  

framework,   FR).   Les   régions   C-­‐terminales   des   domaines   CL   et   CH1   possèdent   une   cystéine   qui   va  

permettre  la  liaison  covalente  des  chaînes  lourdes  et  légères  par  un  pont  disulfure  inter-­‐chaîne.  

La  zone  située  entre  les  domaines  CH1  et  CH2  des  chaînes  lourdes  est  appelée  région  charnière  (région  

hinge)  et  assure   la   flexibilité  de   l'anticorps.   Elle  constitue  une  zone  de  clivage  pour   certaines  enzymes  
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protéolytiques   comme   la   papaïne   et   la   pepsine.   Cette   région   possède   deux   cystéines   qui   vont   former  

deux  nouveaux  ponts  disulfures  inter-­‐chaînes.  La  région  constante  (Fc  pour  Fragment  cristallisable)  est  

formée   par   les   domaines   constants   CH2   et   CH3,   elle   est   responsable   des   fonctions   effectrices   de  

l'anticorps  par   interaction  avec  C1q,   le  premier  composé   impliqué  dans   la  cascade  du   complément  ou  

par   liaison  avec  les  récepteurs  Fc  présents  sur   les   leucocytes.  Ces  liaisons  sont  fortement  dépendantes  

du  profil  de  glycosylation  de  l'anticorps.  Tous  les  anticorps  contiennent  des  chaînes  oligosaccharidiques  à  

des  positions  conservées  et  principalement  au  niveau  de  la  région  Fc.  L'Asn292  au  niveau  du  CH2  d'une  

IgG  par  exemple  porte  un  core  de  base  glycosylé  sur  lequel  viennent  se  greffer  d'autres  résidus.  Ce  profil  

est  primordial  pour  lier   le  C1q  et   les  récepteurs  Fc.  Des  expériences  ont  montré  que  la  suppression  de  

ces  sucres  modifiait  de  manière  drastique  les  fonctions  effectrices.    

  

Figure  4.1  :   Henrik  Brekke  et  
Inger  Sandlie,  2002.  

  

4.2.2.  Structure  génétique  

Ce  n'est  qu'au  regard  de  l'organisation  des  gènes  codant  pour  les  chaînes  lourdes  et  légères  et  de  

leur   réarrangement   au   cours   de   la  maturation   des   cellules  B   qu'il   est   possible   d'expliquer   l'incroyable  

diversité  des  anticorps.  

 

4.2.2.2.1.  Locus  IgH,  IgK  et  IgL 

Les   locus   des   gènes   codant   les   chaînes   H   et   les   chaînes   L   sont   situés   sur   des  

chromosomes  différents.  Le  locus  des  chaînes  lourdes  est  situé  en  14q32.23,  le  locus  des  chaînes  

légères     en  2p12  et  le  locus   ¸  en  22q11.2.  Chaque  locus  d'Ig  est  composé  de  plusieurs  dizaines  
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de  gènes  V,  appartenant  à  différentes  familles  de  séquence  homologue,  et  un  nombre  limité  de  

segments  de  diversité  D  (23  segments  D  uniquement  pour  les  chaînes  lourdes),  de  segments  de  

jonction  (6  JH,  5  J ,  4  à  5  J )  et  de  gènes  constants  (9  CH,  1  C·∙ ,  4  C   ).  Ce  nombre  élevé  de  gènes  

V,  D  et  J  est  le  premier  élément  expliquant  la  diversité  des  anticorps.    

4.2.2.2.  Réarrangement  et  mise  en  place  de  la  diversité    

Tonegawa   a  montré   que   les   gènes   des   chaînes  H   et   L   ont   une   organisation   différente  

dans  les  cellules  B  et  les  autres  cellules  de  l'organisme.  Ces  expériences  sur  le  réarrangement  des  

gènes  d'immunoglobuline  lui  ont  valu  le  prix  nobel  de  médecine  en  1987  [Tonegawa  et  al.  1983].  

Il  s'agit  en  fait  d'un  mécanisme  de  recombinaison  entre  les  segments  V,  D  et  J  pour  les  chaînes  

lourdes,  et  V  et  J  pour  les  chaînes  légères  qui  s'opère  durant  la  différenciation  de  la  cellule  B.  Les  

différents   segments   se   réarrangent   entre   eux   aléatoirement   par   recombinaison.   Ce   deuxième  

mécanisme   est   appelé   diversité   combinatoire.   Deux   autres   mécanismes   viennent   encore  

accroître   cette   diversité:   (1)   la   diversité   jonctionnelle   qui   correspond   à   une   recombinaison  

imprécise   et   à   l'ajout   d'un   nombre   variable   (de   1   à   20)   de   nucléotides   par   une  

deoxyribonucléotidyl   transférase   entre   les   segments   D-­‐J   et   V-­‐DJ,   (2)   des   hypermutations  

somatiques  propres  aux  cellules  B   induites   lors  de  la  réponse  secondaire.  Ces  mécanismes  sont  

résumés  dans  la  Figure  4.2.  
  

  

  
  
  

Figure   4.2  :   Représentation   schématique   de   l'organisation   et   du   réarrangement   des   gènes   d'immunoglobuline   durant   la  
différenciation  des  cellules  B.  D'après  Hoogenboom  2005.  
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4.2.3.  Format  des  anticorps  

Tous  les  anticorps  ont  une  structure  de  base  identique,  et  contiennent  des  domaines  protéiques  

qui  peuvent  être  séparés  après  digestion  par  des  enzymes  protéolytiques  ou  directement  obtenus  par  les  

technologies   de   l'ADN   recombinant.   Ces   manipulations   aboutissent   à   des   formats   d'anticorps   aux  

propriétés  très  variées.  Quelques-­‐uns  de  ces  formats,  les  plus  répandus,  sont  illustrés  dans  la  figure  4.3.  

L'immunoglobuline   d'isotype   G   est   majoritaire   dans   l'organisme.   Il   s'agit   d'une   molécule   dimérique  

capable  de  fixer  deux  antigènes.  Nous  avons  déjà  vu  que  la  partie  Fc  lui  confère  des  fonctions  effectrices,  

notamment  cytotoxiques  par   intera

un   grand   nombre   d'applications,   notamment   en   imagerie,   les   fonctions   effectrices   deviennent    

s  formats  

de  fragments  d'anticorps  mieux  adaptés  aux  applications  souhaitées  et  facilement  manipulables  [Holliger  

et  al.  2005] Fv  (domaine  VH  associé  à  un  domaine  VL)  

sont   rarement   utilisés   car   très   peu   stables.   Au   contraire,   les   scFv   (Single   chain   fragment   variable)  

stabilité  à  la  molécule.  Cette  dernière  forme  est  particulièrement  intéressante,  du  fait  de  sa  petite  taille  

(en  moyenne  30  kDa),  de  sa  bonne  capacité  à  pénétrer   les   tissus   [Chames  et  Baty,  2009].  De  par   leur  

format     monovalent,      les  scFv  montrent   assez   fréquemment  des   constantes  de  dissociation   rapides  et  

des  temps  de  rétention  faibles  sur  l'antigène  ciblé.  Pour  pallier  ce  problème,  des  vecteurs  permettant  de  

ion   des   VHH,   qui  

représentent   les   plus   petits   domaines   variables   découverts   à   ce   jour   susceptibles   de   reconnaître   les  

antigènes   avec   de   bonnes   spécificités   et   affinités.   Les   VHH   sont   des   fragments   dérivés   des   anticorps  

simples   chaînes   découverts   chez   les   c     

chaîne  VH  non  associée  à  une  chaîne  VL  et  de  ce  fait,   lient  leur  cible  par  un  seul  domaine  variable.  Par  

ailleurs   leurs   séquences   en   acides   aminés   sont   très   homologues   à   celles   des   VH   humains   de   type   III,  

ouvrant  de  fait  à  ces  anticorps  des  perspectives  intéressantes  en  thérapie  humaine  comme  on  le  verra  

ultérieurement  au  cours  de  ce  chapitre  [Chames  et  Baty,  2009].    

Les  différents  formats  et  combinaisons  proposés  sont  illimités  ;  ils  offrent  aujourd'hui  des  possibilités  de  

traitement  et  d'imagerie  élégantes  et  parfaitement  adaptées  à  des  pathologies  comme  les  cancers,   les  

maladies  inflammatoires  auto-­‐immunes,  bactériennes  et  virales.   
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Figure  4.3  :   Chames,  2006.  

  

4.3.  Les  Anticorps  et  la  thérapie  

La  mise  en  évidence  de  lignées  cellulaires  de  type  B  produisant  des  anticorps  de  nature  identique  dans  

certaines  pathologies  prolifératives   (myélome  en   l'occurrence),  permit  en  1975  à  MILSTEIN  et  KOHLER  

(prix  Nobel  de  médecine  et  physiologie  en  1984)  de  faire  une  découverte  historique  avec  la  mise  au  point  

d'une  technique  permettant  la  production  «  infinie  »  in  vitro  d'anticorps  murins  dit  monoclonaux  à  l'aide  

de   cellules   B   immortalisées   [Kohler   et   al.   1975].   Dès   lors,   un   grand   nombre   d'anticorps  monoclonaux  

murins  dérivés  de  cette  technologie,  dite  des  hybridomes,  a  été  développé  en  tant  qu'outil  de  diagnostic  

in   vitro   et   en   recherche.   Malheureusement,   peu   de   ces   anticorps   ont   été   utilisés   comme   agents  

thérapeutiques.   En   effet,   les   anticorps   monoclonaux   murins   présentent   un   inconvénient   majeur   qui  

limite   fortement   leur   utilisation   in   vivo   chez   l'homme   :   ils   sont   immunogènes,   induisant   une   réponse  

immunitaire   de   type   HAMA   (human   anti-­‐mouse   antibody)   [Hwang   et   al.   Methods   2005].   Pour  

contourner  ce  problème,  les  chercheurs  ont  dû  faire  appel  aux  technologies  de  l'ADN  recombinant.  C'est  

ainsi   que   l'ingénierie   des   anticorps   a   vu   le   jour   avec   la   construction   d'anticorps   chimériques   dans   un  

premier  temps,  humanisés  dans  un  second  temps  et  aujourd'hui  entièrement  humains  (Figure  4.4).    

  

4.3.1.  Les  anticorps  chimériques  

L'idée  consiste  ici  à  fusionner  les  parties  VH  et  VL  d'un  anticorps  murin  de  spécificité  et  d'affinité  

connues   aux   régions   constantes   d'un   anticorps   humain   (Morrinson   et   al.   1984).   La  molécule   obtenue  

contient  70%  de   séquences  humaines  et  présente  une   immunogénicité   fortement   réduite.   Le  premier  
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anticorps   chimérique   approuvé   par   la   FDA   (Food   and   Drug   Administration)   en   1994   est   le   ReoPro,  

anticorps   anti-­‐ 3   utilisé   pour   prévenir   les   complications   thrombotiques   survenant   lors  

d'angioplasties.   Néanmoins,  

7  à  12  jours  après  

es,  a  pu  être  

démontrée   [Nurden,   2004][Clofent-­‐Sanchez   et   al.   2007][Lajus   et   al.   2009].   Les   anticorps   humains  

développés  in  vivo,  sont  dirigés  contre  les  parties  murines  de  la  drogue  ou  contre  un  néoépitope  formé  à  

  

  

4.3.2.  Les  anticorps  humanisés    

Pour   minimiser   encore   l'immunogénicité,   seules   les   régions   CDRs   d'un   anticorps   murin  

impliquées   dans   la   liaison   avec   l'antigène   sont   conservées   et   greffées   au   sein   de   régions   charpentes  

humaines.   L'anticorps   est   alors   à   95%   humain   [Jones   et   al.   1986].   Néanmoins,   ces   techniques  

d'humanisation   sont   d'une   part   très   lourdes   et   des   réactions   immunes   de   type   HAHA   (Human   Anti-­‐

Humanized  Antibody)  ont  là  encore  été    décrites  [Hwang  et  Foote,  2005].  

  

  

4.3.3.  Les  anticorps  recombinants  humains    

Il  y  a  deux  manières  de  produire  des  anticorps   totalement  humains.  La  première  consiste  à   les  

faire   synthétiser   par   des   souris   transgéniques   [Bruggemann   et   al.   1989].   Chez   ces   souris,   les   loci  

impliqués  dans   la  synthèse  des  anticorps  murins  ont  été   inactivés  et   remplacés  par   les   gènes  humains  

présents  sur  des  chromosomes  artificiels,  les  YAC  (Yeast  Artificial  Chromosome).  Après  immunisation  de  

la   souris,   les   loci   humains   sont   capables   de   se   réarranger   et   de   subir   des   mutations   somatiques  

conduisant  à  des  anticorps  de  très  haute  affinité.  La  seconde  technique,  plus  simple  et  plus  rapide,  est  la  

technique  du  phage  display  (voir  section  II  du  chapitre).  
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Figure  4.4  :   Henrik  Brekke  et  Inger  Sandlie,  2002.  

  

Les      cités   sont   injectées   aux   patients   soit   par   voie  

intraveineuse,  péritonéale  ou   sous   cutanée  pour  une  pathologie  donnée.     Une  autre  perspective  pour  

  et  al.  2003][Moutel  et  Perez,  2009][Goenaga  et  

al.  2007].  Le  format  scFv  est   le  plus  couramment  utilisé  pour  les   intrabodies.  Ces  fragments  sont  sous-­‐

clonés   dans   des   vecteurs   modifiés   pour   permettre   une   expression   intracellulaire   dans   les   cellules   de  

e  dans  une  optique  soit  de  recherche  fondamentale  

soit  thérapeutique.  Cependant  certains  problèmes  pour  leur  utilisation  en  immunothérapie  devront  être  

résolus  tel  que  la  maîtrise  de  leur    dégradation  après  leur  expression  intracellulaire.  

  

4.4  Les  anticorps  utilisés  en  imagerie  ou  en  thérapie  

e   ou   entièrement  

humaine  est  fonction  de  son  application  finale,  par  exemple,   les  anticorps  murins  peuvent  être  utilisés  

pour  des  applic

tels  que  les  scFv  ou  les  Fab  sont  également  bien  adaptés  pour  une  utilisation  en  imagerie.  Ces  formats  

pénètrent   mieux   les   tumeurs   solides   et   sont   rapidement   éliminés   par   voie   rénale   contrairement   aux  

Parmi  ces  anticorps,  on  peut  citer  3  anticorps  entiers  (Satumomab,  Capromab  et  le  Fanolesomab)  et  3  

Arcitumomab,   Nofetumomab   et   le   Sulesomab)   tous   utilisés   en   imagerie  

-­‐vie.  
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Ainsi,  les  Fragments  Fab  ont  une  demi-­‐vie  de  7h  et  sont  aisément  utilisés  dans  ce  sens.  Contrairement  à  

ce   fait,   ne   pas   entraîner   de   réponses   immunitaires.   Pour   cette   application,   les   anticorps   sont  

préférentiellement  chimériques,  humanisés  voire  entièrement  humains.  Un  autre  élément  important  est  

la   capacité   de   ces   anticorps   à   activer   une   réponse   cytotoxique.   Les   sous   cl IgG1   et   3   sont   les  

mieux   adaptées.   Elles   se   fixent   aux   récepteurs      présents   à   la   surface   de   cellules   effectrices,  

notamment   les   cellules   NK   (Natural   Killer)   entraînant   un   phénomène   de   cytotoxicité   à   médiation  

cellulaire   ou   ADCC   (antibody-­‐dependent   cell   mediated   cytotoxicity).   Un   anticorps   thérapeutique   peut  

également   soit   neutraliser   sa   cible   soit   activer   le   complément   par   un   phénomène   appelé   CDC  

(Complement-­‐dependent  cytotoxicity    sait  

que   sa   demi-­‐    3   semaines.   En   effet,   grâce   aux   récepteurs   FcRn,   les   IgG   peuvent   être  

prolongement  de  la  demi-­‐

expliquent  en  partie  la  faible  demi-­‐ Abciximab  (Fab)  et  du  Muromomab  (IgG  murine)  comparée  à  

celle  des  autres  anticorps  monoclonaux  chimériques  ou  humanisés   tel  que   le  Trastuzumab   (une   IgG1

humanisée  prescrite  contre  le  traitement  du  cancer  du  sein).  

  

II)  La  technologie  du  «  phage-­‐display  »  

  

4.5.  Introduction  

   des   anticorps   murins,   puis   chimériques   et  

humanisés  est  longtemps  restée  un  facteur  limitant  leur  administration  chez  l'homme.  Mais  l'obtention  

d'anticorps   entièrement   humains   est   très   difficile   par   la   technique   des   hybridomes,   ainsi   que   leur  

production   ex   vivo   par   des   lymphocytes   immortalisés,   prélevés   chez   des   patients   «  naturellement  

immunisés  »  [Laroche-­‐Traineau  et  al.  1994].  Il  est  aujourd'hui  possible  de  mimer  le  système  immunitaire  

in   vitro  et   ainsi   de   générer   plusieurs  millions   d'entités   différentes   grâce   à   la   construction   de   banques  

combinatoires  de  gènes  variables  humains,  en

tels  que  des  phages  filamenteux.  
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icorps)   et   le   phénotype   (le   fragment  

  

4.6.  Principe  

Le  phage  display   consiste  à  présenter  à   la   surface  de  phages   filamenteux  des  peptides  aléatoires,  des  

protéines,  ou  des   fragments  d'anticorps   (scFv,   Fab  ou   Fv).  Cette   technique  a  été   initialement  mise   au  

point   par   Georges   Smith   en   1985   où   il   présenta   à   la   surface   de   phages   filamenteux   des   peptides  

John  McCafferty   qui,   en   1990,  

présent   1990].  Depuis,  plusieurs  

et,   en   quelques   années   seulement,   cette   technique   est   devenue   un   outil   incontournable   pour   la  

[Bratkovic  et   al.   2005

2005],  la  sélectio -­‐1     [Miller  et  al.  2005]  mais  encore  

recherche   fondamentale.   Un   des   anticorps   qui   a   rencontré   le   pl

  :  un  anticorps  entièrement  humain  dirigé  contre  

maladie  de  crohn.  

des  anticorps  monoclonaux,   ce  qui   les  porte  en   seconde  position  après   les   vaccins   [Brekke  et   Sandlie,  

2002]  

  

4.7.  Biologie  des  phages  filamenteux  

  

4.7.1.  Structure  du  phage  M13    

Les   bactériophages  M13   et   fd   ou   phages   filamenteux      font   partie   de   la   famille   de   virus   non  

lytiques  qui  infectent  les  bactéries  gram  négatives  telles  que  E.Coli.  Ils  possèdent,  un  génome  circulaire  

  de  nature  protéique.  Le  phage  M13  possède  un  

diamètre   de   6.5   nm   et   une   longueur   qui   dépend   de   la   taille   de   son   génome.   Classiquement,   il   est  

(ssDNA  :   single   strand   DNA)   00   nucléotides  

encapsidé  par  5  types  de  protéines  du  manteau.  La  g8p  (ou  pVIII)  est  majoritaire  avec  plusieurs  milliers  
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de  copies  par  phage,  les  quatre  autres  sont  présentes  à  raison  de  5  par  phage,  la  g7p  (pVII)  et  la  g9p  (pIX)  

ôté  de  la  particule  et  la  g3p  (pIII)  et  la  g6p  (pVI)   Figure  4.5).  

    

Bien  que  ces  5  protéines  assurent   la  stabilité  de   la   structure  phagique,  seule   la  g3p  est  nécessaire  à   la  

  via  son  extrémité  N-­‐terminale.  Cette  g3p,  protéine  de  

406   résidus   est   prioritairement   utilisée   pour   la   fusion   avec   des   peptides   ou   anticorps.   Elle   contient   2  

domaines   distincts   (N1   et   N2)   séparés   par   2   chaînes   riches   en   Glycine.   Les   2   domaines   N1   et   N2  

interagissent   entre   eux   et   forment   une   boucle.   En   revanche,   en   présenc

domaines  se  séparent  et  le  domaine  N1  interagit  avec  la  protéine  bactérienne  TolA  et  N2  avec  le  pilus.  Le  

domaine  N-­‐   E.coli.  Enfin,  le  domaine  C-­‐terminal  permet  

la  fixation  de  la  g3p  à  la  capside  par  interaction  avec  les  autres  protéines  du  phage  (Figure  4.6).  Du  fait  

de  la  faible  quantité  de  pili  à  la  surface  bactérienne  et  de  la  faible  superficie  permettant  un  bon  contact  

ser   des   bactéries   cultivées   en   phase   de   croissance  

    

  

4.7     

Le  génome  du  phage  M13  contient  onze  gènes,  5   codent  pour   les  protéines  de   la   capside,   les  

la   cellule   hôte,   le   ssDNA   est   converti   en   DNA   double   brin   ou   dsDNA   (double   strand   DNA).   Dans   un  

premier   temps   cet   ADN   sert   à   la   production   des   pr

réplicatif  appelé  «  rolling  circle  ».  Ainsi,  les  composants  des  nouvelles  particules  sont  accumulés  dans  la  

bactérie.  

Avant   l'assemblage  des  particules  de  phages,   les  protéines  de   la   capside   sont   insérées  dans   la  

membrane   interne   avec   leur   séquence   N-­‐terminale   dans   le   périplasme   et   leur   séquence   C-­‐terminale  

   travers   la  membrane  interne  et   la  

   la   g7p   et   de   la   g9p   à   une   extrémité   de   la  

particule.   Le   processus   d'élongation   suit   alors   par   assemblage   de   quelques  milliers   de  molécules   g8p  

pour  former  un  tube  englobant  
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g6p  et  de  la  g3p  à  l'autre  extrémité  du  tube.  La  particule  assemblée  est  alors  expulsée  

cellule  (Figure  4.7).  

  

Figure   4.5  :   Phage   filamenteux   f1   (M13/fd),   numérotation   et   produit   des   gènes   codants.  
  

  

Figure  4.6:   Structure   de   la   g3p   ainsi   que   son   fonctionnement.  
  

  

  

Figure  4.7:  C   
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4.8.     

Les  cinq  protéines  de  la  capside  du  phage  M13  peuvent  être  utilisées  comme  support  de  présentation  

vecteurs  viraux   9p  associées  par  leur  N-­‐terminal  à  une  

térêt  ont  ainsi  été  construits.  Dans  le  cas  de  la  protéine  g6p,  les  constructions  

de   chimère   sont  effectuées  en  C-­‐ sation  des  protéines  g8p  et  

g3p  semble  plus  efficace.  

La  g8p  est  la  protéine  majeure  du  phage,  et  est  présente  à  raison  de  2700  copies  par  phage.  La  protéine  

à  exprimer  est  fusionnée  au  niveau  de  la  région  N-­‐terminal  de  la  g8p  entre  le  peptide  signal  et  le  début  

de   la  protéine  mature.   Toutefois,   seuls  des  peptides  de   courte   taille   (6-­‐8  acides  aminés)  peuvent  être  

exprimés  en  raison  de  la  restriction  de  taille  imposée  par  les  contraintes  géométriques  

ces   sous   unités   lors   de   la   formation   de   la   capside.   De   plus,   la   présence   de   nombreuses   copies   de   la  

protéine   chimère  à   la   surface  du  phage   induit  

de  clones  qui  expriment  des  peptides  présentant  une  affinité  faible  pour  la  cible.    

La  g3p  présente  à  raison  de  3  à  5  

vecteurs   appropriés.   Ainsi,   la   protéine  minoritaire   des   phages   filamenteux   est   largement   utilisée   pour  

présenter  des  peptides  aléatoires,  des  polypeptides  codés  par  des  ADNc,  mais  également  des  anticorps  

«  simple  chaîne  »  (Fv,  scFv),  ou  encore  des  anticorps  sous  format  Fab.    

Les  techniques  développées  pour  la  présentation  de  fragments  d'anticorps  font  généralement  intervenir  

deux  protagonistes  :  un  vecteur  de  type  phagemide  et  un  phage  auxiliaire  (ou  helper)  M13  nécessaire  à  

la  réplication  et  à  l'empaquetage  des  particules  phagiques.  

  

4.9.  Les  phagemides  et  phages  auxiliaires  

Un  phagemide  est  un  plasmide  contenant  en  plus  de  son  origine  de  réplication  propre  (ColE1  ori),  une  

origine  de  réplication  de  phage  (M13  ori)  (Figure  4.8).  Le  gène  de  la  protéine  de  fusion  g3p-­‐scFv  est  sous  
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aval  du  gène  du   scFv   (Tags   c-­‐myc  et  6-­‐His)  et  un   codon  ambre  a  été  placé  en  aval  des  Tags  pour  une  

expression  sous  forme  soluble  du  scFv  (non  fusionné  à  la  g3p)  lorsque  le  vecteur  est  incorporé  dans  une  

souche  non  suppressive.  

  

Dans  la  bactérie,  le  phage

de  la  bactérie  par  un  phage  avec  une  origine  de  réplication  mutée  (défaillante)  appelé  «  phage  helper  »,  

   du   phage

particule  virale  recombinante  présente  à  la  fois  la  protéine  g3p  sauvage  et  la  g3p  chimère  codée  par  le  

   de   la   déficience   de  

Les  particules  virales  recombinantes  

bactéries   par   infection   mais   ne   permettra   pas   la   propagation   du   phagemide   sous   sa   forme   virale   en  

  phage   helper   permet   la   production   de  

particules  virales  présentant  à   la  fois  des  copies  de   la  g3p  sauvage  et  de   la  g3p  chimère  à  leur  surface.  

du  phage  et  en  réduisant  le  nombre  de  copies  de  la  g3p  chimère  à  la  surface.  Elle  permet  aussi  de  limiter  

  

     

Figure  4.8:  Vecteur    phagemide  (pCANTAB5E).  Les  séquences  nucléotidiques  des  scFv  sont  insérées  entre  de  sites  de  restriction  
NcoI  et  NotI.  ColE1  ori:  origine  de  réplication  bactérienne,  M13  ori  :  origine  de  réplication  phagique,  Ampr  :  gène  de  résistance  à  

   ,  plac  :promoteur   inductible,  SS  :   séquence  signal.  Tag  :  étiquette   (c-­‐myc,  6-­‐ 3  gene  3  :  g3p.   Itai  
Benhar,  Yoram  Reite,  2002.  
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4.10   

  

4.10.1.  Les  banques  combinatoires  

La  construction  de  banques  combinatoires  de  fragments  d'anticorps  humains  est  résumée  dans  

la   figure   4.9   et   reflète   le   répertoire   naturel   des   lymphocytes   B   humains   [McCafferty   et   al.   1990].   Ces  

banques  d'anticorps  sont  dérivées  des  gènes  réarrangés  V(D)J  d'immunoglobulines  humaines  obtenus  de  

l'ARNm  extrait  de  cellules   lymphocytaires  B.  L'ARNm  va  être  rétrotranscrit  en  ADNc  grâce  à   l'utilisation  

d'oligonucléotides   définis   selon   les   gènes   VH   et   VL   du   répertoire   germinal   permettant   d'amplifier   les  

gènes  réarrangés  [Welschof  et  al.  1995][Barbie  et  al.  1998][Pallares  et  al.  1998][Pallares  et  al.  1999].  Les  

gènes  des  régions  variables  VH  et  VL  sont  amplifiés  séparément,  pour  être  ensuite  assemblés  en  utilisant  

un  fragment  d'ADN  (linker)  s'hybridant  sur  la  partie  3'  du  gène  de  la  chaîne  lourde  et  la  partie  5'  du  gène  

de  la  chaîne  légère.  Le  gène  ainsi  assemblé  est  alors  amplifié  par  PCR  avec  un  jeu  d'amorces  permettant  

l'introduction  de  sites  de  restriction  pour  le  clonage  ultérieur  dans  le  phagemide.  L'ADN  est  cloné  «  en  

masse  »  dans   le  vecteur  et   introduit  dans  des  bactéries  E.Coli  électrocompétentes  par  électroporation.  

Le  clonage  et  la  transformation  des  bactéries  sont  des  étapes  cruciales,  car  elles  influencent  directement  

la   taille   de   la   banque.   La   qualité   de   la   banque   peut   être   contrôlée   en   vérifiant   sa   diversité.   L'ADN  de  

clones   pris   au   hasard   va   être   digéré   par   des   enzymes   comme  BstNI   ou   RSAI,   et   le   profil   de   digestion  

contrôlé   sur   gel   d'agarose.   Des   profils   de   digestion   distincts   devront   être   obtenus   pour   conclure   à   la  

diversité   de   la   banque.   En   fonction   de   la   provenance   des   cellules   B   pour   l'extraction   d'ARNm   on   va  

distinguer  plusieurs  types  de  banques.  

4.10.2.  Les  banques  immunes  

Dans   ces   banques,   les   gènes   variables   VH   et   VL   sont   issus   de   l'ARNm   d'IgG   de   cellules   B   de  

patients   immunisés.  On   comprend  dès   lors  que   l'utilisation   de   ces   banques   est   restreinte   et   limitée   à  

certaines  cibles.  Il  est  en  effet  difficile  pour  des  raisons  éthiques  évidentes  d'immuniser  un  patient  contre  

un   antigène   déterminé.   Il   faut   ainsi   s'adresser   à   des   individus   «  naturellement  »   immunisés   de   par   la  

pathologie  développée.  Le  cas  des  maladies  auto-­‐immunes  est  particulièrement  intéressant  pour  l'étude  

du  répertoire   immunitaire  des  patients   [Chapal  et  al.  2001]   [Jacobin  et  al.  2002].  Ce  type  de  banque  a  

permis  d'isoler  des  anticorps  humains  de  très  haute  affinité  (10-­‐8  -­‐  10-­‐9  M).  
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4.10.3.  Les  banques  naïves  

Les   gènes   variables   VH   et   VL   sont   ici   issus   de   l'ARNm   d'IgM   de   cellules   B   de   patients   non  

immunisés   [Vaughan   et   al.   1996][Little   et   al.   1999].   Ces   banques   sont   antigène-­‐indépendantes   et  

donnent   accès   à   une   large   diversité   d'anticorps.   Elles   peuvent   être   criblées   contre   n'importe   quel  

antigène.  Cependant,   les   anticorps   isolés  à  partir  de  banques  naïves  présentent  en  général  une   faible  

affinité,  comparable  à  celle  obtenue  lors  de  la  réponse  immunitaire  primaire  (10-­‐6  -­‐  10-­‐7  M).  Ces  banques  

naïves   présentent   un   autre   inconvénient,   à   savoir   qu'elles   ne   permettent   pas   d'isoler   des   anticorps  

dirigés  contre   les  antigènes  du  soi,  or  ces  derniers   représentent  des  cibles  de   choix  en   thérapeutique.  

Ajoutons  à  cela  qu'énormément  d'anticorps  sont  toxiques  pour  la  bactérie  ou  alors  produits  à  des  taux  

très  faibles  (cette  remarque  est  aussi  valable  pour  les  banques  immunes).  Ces  problèmes  ont  été  résolus  

avec  la  création  de  banques  humaines  synthétiques  construites  in  vitro.  

  

4.10.4.  Les  banques  synthétiques  ou  semi-­‐synthétiques  

La   spécificité   des   anticorps   réside   dans   les   six   régions   CDR   (complementarity   determining  

regions)  qui  forment  le  site  de  liaison  à  l'antigène  (paratope).  La  région  CDR3  de  la  VH  est  la  plus  variée  

en   composition   mais   aussi   en   longueur,   faisant   d'elle   la   zone   centrale   du   paratope.   Les   premières  

banques   semi-­‐synthétiques   consistaient   seulement   à   introduire   des   CDR3H   aléatoires   au   sein   de  

segments  VH  [Barbas  et  al.  1993a].  Des  banques  semi-­‐synthétiques  de  plus  grande  taille  ont  ensuite  été  

construites   en   introduisant   également   des   CDR3L   aléatoires   au   sein   de   segments   VL   [Barbas   et   al.    

1993b].    

Des   banques   entièrement   synthétiques   ont   été   également   réalisées   en   introduisant   des  

mutations  dans  les  6  régions  hypervariables  simultanément  et  ce  en  utilisant  des  jeux  d'oligonucléotides  

chevauchants   qui   permettent   l'extension   de   gènes   entiers   dans   les   conditions   de   PCR   [Hayashi   et   al.  

1994].  Les  régions  CDRs  sont  de  ce  fait  synthétisées  de  manière  totalement  aléatoire.  Les  effets  négatifs  

imposés   par   les   CDRs   aléatoires   sur   la   structure   des   anticorps   ont,   par   la   suite,   été   minimisés   en  

conservant  les  résidus  canoniques  de  chaque  CDR    [Cobaugh,  2008][Soderlind  et  al.  1995][Soderlind  et  

al.  2001].  

Il  est  ensuite  apparu  qu'il  était  aussi  crucial  d'optimiser  la  qualité  des  anticorps  présentés  par  le  

phage.  Les  régions  CDRs  aléatoires  ont  de  ce  fait  été  insérées  dans  des  charpentes  d'anticorps  connues  



118  
  

pour   leurs   propriétés   thermodynamiques   correctes   et   pour   leur   grande   représentativité   au   sein   de   la  

réponse   immune,   comme   les   régions   germinales   DP-­‐47   et   DPL-­‐3   [Soderlind   et   al.   2000].   L'équipe   de  

Knappik  a  développé  une  banque  où  les  régions  charpentes  consensus  ont  été  définies  puis  assemblées  

avec   les   régions   CDR   in   vitro   [Knappik   et   al.   2000].  Ce   type   de   banque   permet   d'obtenir   un   fort   taux  

d'expression  et  d'éviter  les  phénomènes  d'agrégation.  

Plus  récemment,  une  nouvelle  banque  semi-­‐synthétique  entièrement  humaine  a  vu  le  jour.  Cette  

banque   est   basée   mi-­‐

aléatoires  dans   la  mesure  où  elles   respectent   la  distribution  des  acides   aminés  à   chaque  position  des  

régions   hypervariables   humaines.   L'avantage   du   scFv13R4   est   qu'il   adopte   une   conformation  

tridimensionnelle   correcte  dans   le   cytoplasme  des  bactéries  et  dans   celui  des   cellules   de  mammifères  

(cellules  HeLa),   autorisant  une  expression  optimale  de   scFv   fonctionnels   (Figure  4.10)   [Philibert      et   al.  

2007].  

La  banque  présente  une  diversité  de  1,5  x  109   fragments  scFvs.  Elle  est  construite  à  partir  de  13  sous-­‐

librairies  VH  et  5  sous-­‐librairies  VL  de   façon  à  mimer   la  diversité  naturelle   rencontrée  dans   les   régions  

hypervariables   CDR3   humaines.   Dix-­‐huit   oligonucléotides   dégénérés   spécifiques   des   régions   CDR3   des  

VH  et  VL  ont  été  élaborés  à  partir  de  3  banques  de  données  (Kabat  database,  IMGT/LIGM-­‐DB  database  et  

Protein  data  bank)  en  vue  de  conserver  la  distribution  des  acides  aminés  à  des  positions  précises  dans  les  

avantage  de  cette  banque  est  l'élimination  de  tous  les  clones  scFvs  comportant  des  codons  STOP  ou  des  

décalages  du  cadre  de   lecture.  Pour  cela,   les  gènes  codant   les  scFvs  ont  été  au  préalable   fusionnés  au  

gène   rapporteur   CAT   (Chloremphenical   Acetyl   Transférase)   de   façon   à   ne   conserver   que   les   scFvs  

fonctionnels.  
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Figure  4.9:  Principe  de  construction  d'une  banque  de  scFv.  D'après  Azzazy  et  al.  2002.  



120  
  

  

Figure  4.10:  Library  construction.  (a)  Schematic  outline  of  the  steps  followed  during  library  construction.  The  critical  steps  are:  
introduction  of  tailored  CDR3  loops  in  an  unique  human  scFv  framework;  removal  of  non-­‐expressed  clones  by  fusion  with  the  
CAT  enzyme  and  selection  on  CAM  plates;  recombination  of  the  13  VH  and  5  VL  libraries,  and  display  on  phage.  (b)  Summary  of  
the  CDR3  loops  collected  in  the  database.  (c)  Distribution  of  the  amino  acids  at  each  position  of  the  5  amino  acid  long  VH  CDR3s  
from  55   rearranged  human  antibodies   (D),  43  sequenced  clones   from  the   library   (E),  and  predicted   from  the  oligonucleotide  
sequence  H3_5  given  in  additional  file  2  (T).     

  

  

4.11.  Le  phage  display  in  vitro  

Le  phage  display  in  vitro  est  de  loin  la  méthode  de  display  la  plus  utilisée  en  laboratoire.  Elle  consiste  à  

sélectionner  des  phages  recombinants  sur  des  antigènes  identifiés,  purifiés  ou  recombinants,  portés  par  

un  support  solide  ou  en  solution.    

Un  degré  de  complexité  est  ajouté  lorsque  la  sélection  se  fait  sur  des  cellules  exprimant  un  récepteur  ou  

n  soit,  cette  technique  permet  de  générer  très  rapidement  un  

ou   plusieurs   ligands   différents   avec   des   séquences   consensus,   qui   pourront   ensuite   être   testées   pour  

leur  capacité  à  lier  la  molécule  sur  laquelle  ils  ont  été  sélectionnés.    
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4.11.1.  Sélection  sur  antigène  isolé  

technique  la  plus  courante.  Concrètement,  la  banque  combinatoire  est  mise  en  présence  

de      préalablement   immobilisé   sur   un   support   (Immunotubes,   plaques   ELISA)   [Jacobin   et   al.  

2002].   Les  phages   recombinants  se   lient   sur   les   régions  accessibles  de   cet   antigène.      Plusieurs   lavages  

.  

Les   phages   spécifiques   sont   ensuite   décrochés   par   une   élution   acide   ou   par   traitement   enzymatique,  

généralement  par  

n   (Figure   4.11

conformationnelle   de   la   cible   après   immobilisation   est   à   prendre   en   considération.   Les   anticorps  

sélectionnés   peuvent   être   par   la   suite   incapables   de   reconnaître   la   cible   sous   sa   forme   native.   Pour  

remédier   à   ce   problème,   la   sélection   peut   être   effectuée   sur   des   antigènes   en   solution,   par   exemple 

prélablement  biotinylés.    

  

4.11.2.  Sélection  sur  cellules  

Les   protéines  membranaires   représentent   environ   un   quart   des   protéines   totales.   Leurs   rôles  

dans   les  mécanismes  de   transport  et  de   signalisation  en   font  des   cibles  évidentes  pour  des  molécules  

thérapeutiques.  Or  la  purification  de  ces  protéines  reste  un  exercice  difficile  qui  

détergents   pouvant   altérer   leur   structure   intrinsèque,   et   de   ce   fait   rendre   la   sélection   de   ligand   par  

phage  display   inefficace.  Ceci  peut   être   contourné  en   réalisant  une   sélection  directement   sur   cellules.  

phages  se  fixent  à  la  surface  membranaire.  Certaines  équipes  se  sont  essayé  à  la  sélection  négative  sur  

utilisant  des  compétiteurs  de  ces  récepteurs  [Cortese  et  al.  1996].  Même  si  cette  technique  reste  difficile  

à  maîtriser,  elle  reste  extrêmement  utile  pour  la  sélection  de  ligands  présents  à  la  surface  cellulaire.  

4.11.3.  Sélection  sur  sérum  de  patients  

La   technique   consiste   à   sélectionner   des   ligands   contre   des   anticorps   développés   lors   de  

maladies  infectieuses  ou  auto-­‐immunes.  Ces  ligands  peuvent  alors  se  lier  aux  anticorps  présents  dans  le  

sérum   de   patients   malades   mais   pas   aux   anticorps   issus   de   sérums   contrôles.   Ainsi   ont   pu   être  
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sélectionnés  des  peptides  qui  miment  des  épitopes  antigéniques  reconnus  par  des  anticorps  développés  

contre   al.   Epstein-­‐Barr  [Casey  et  al.  2009].      

Les  différentes  méthodes  de   sélection   in   vitro  énumérées   ci-­‐dessus  ne  sont  pas  exhaustives,  bien  que  

ne  soient  pas  citées  dans  cette  partie,  leur  pertinence  reste  bien  entendu  identique  à  

  

  

  

Figure  4.11  :  Sélection  par  phage  Display  in  vitro.   Henrik  Brekke  et  Inger  Sandlie,  2002.    
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4.12.  Phage  display  in  vivo  

L'endothélium   exprime   des   molécules   spécifiques   en   fonction   de   sa   localisation   tissulaire   et,   comme  

nous  l'avons  vu  précédemment,  en  fonction  de  son  état  pathologique.  Un  exemple  bien  connu  est  celui  

de  l'endothélium  présent  au  niveau  des  vaisseaux  lymphatiques,  qui  exprime  des  récepteurs  spécifiques,  

responsables  du  homing  des   lymphocytes  T  vers   les   tissus   lymphoïdes   [Springer  et  al.  1994].   Il   semble  

que   la  plupart,  pour  ne  pas  dire   tous   les   tissus,   sains  ou  pathologiques  apposent  une  «  signature  »  au  

niveau   de   leur   endothélium   [Garlanda   et   al.   1997][Ruoslahti   et   al.   2000].   La   connaissance   de   ces  

signatures   ou   adresses   vasculaires   est   extrêmement   importante   en   médecine   en   général   et   plus  

particulièrement   dans   le   développement   de   thérapies   et   de   traceurs   toujours   plus   spécifiques.  

Néanmoins,  une  des   limitations  majeures  dans   l'étude  de   cette  hétérogénéité  de   l'endothélium  est   la  

fâcheuse   tendance   de   ces   cellules   à   perdre   leur   intégrité   tissulaire   lorsqu'elles   sont   soustraites   à   leur  

microenvironnement  [Augustin  et  al.  1994].  De  ce  fait,  malgré  la  mise  au  point  de  nouveaux  systèmes  de  

co-­‐culture  et  l'arrivée  des  techniques  de  génomique  qui  ont  permis  de  comparer  les  ARNm  exprimés  au  

niveau  de  cellules  endothéliales  issues  de  différents  tissus,  l'identification  de  ces  marqueurs  spécifiques  

n'a   progressé   que   très   lentement.   Ce   n'est   que   depuis   une   quinzaine   s   que   les   connaissances  

dans  ce  domaine,  que  l'on  peut  qualifier  de  cartographie  vasculaire,  ont  explosé.  En  1996  une  nouvelle  

technique  mise  au  point  par  Pasqualini  et  Ruoslathi  est  publiée  dans  Nature  [Pasqualini  et  al.  1996].  Dans  

cet  article,  les  auteurs  identifient  plusieurs  ligands  protéiques  spécifiques  de  l'endothélium  des  reins  et  

du  cerveau  après  injection  dans  la  circulation  sanguine  de  souris  d'une  banque  peptidique  exposée  à  la  

surface   de   bactériophages.   Cette   technique   appelée   «  phage   display   in   vivo  »   est   très   proche   des  

expériences  de  phage  display  classiques  réalisées  sur  un  antigène  immobilisé  (Figure  4.12).  La  répétition  

des   tours   de   sélections   et   la   récupération   des   phages   fixés   sur   les   organes   d'intérêt   les   conduisent  

systématiquement   à   un   enrichissement   de   phages   exhibant   à   leur   surface   des   peptides,   ligands   de  

récepteurs  endothéliaux  tissus  spécifiques.  Un  des  aspects  clés  de  cette   technique  est   la  sélection  à   la  

fois   négative   et   positive   qui   s'opère   lors   de   la   circulation   des   phages   dans   le   sang.   En   effet,   après  

l'injection,  les  phages  vont  rencontrer  l'endothélium  de  la  majorité  des  organes  et  s'y  fixer  en  fonction  de  

l'affinité   du   peptide   qu'ils   portent   (sélection   négative).   La   sélection   positive   s'effectue   alors   car   seuls  

ceux   fixés  sur   l'organe  étudié  seront  récupérés  et   réinjectés.  Au   jour  d'aujourd'hui,   le  phage  display   in  

vivo   a   permis   d'identifier   un   nombre   impressionnant   de   peptides   ciblant   l'endothélium   d'organes  

[Kolonin  et  al.  2004][Wu    et  al.  2003][Zhang  et  al.  2005],  de  tumeurs  [Essler  et  al.  2002]  [Laakkonen  et  al.  

2002][Joyce   et   al.   2003],   de   la   plaque   d'athérome   [Houston   et   al.   2001][Liu   et   al.   2003][Robert   et   al.  
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2006][Hong  et  al.  2007]  et  ainsi  de  mettre  en  lumière  l'incroyable  hétérogénéité  vasculaire  [Rajotte  et  al.  

1998][Kolonin  et  al.  2001][Trepel  et  al.  2002].  Un  autre  point  fort  de  la  technique  réside  dans  le  fait  que  

l'on  sélectionne  d'emblée  des  ligands  présentant  un  comportement  intéressant  in  vivo.  La  suite  logique  

de  ces  études  a  donc  été  de   lier  ces  peptides  à  différents  composés  thérapeutiques  pour  cibler   le  site  

d'intérêt.  Ainsi,  il  a  été  montré,  après  couplage  à  des  drogues  [Arap  et  al.  1998],  des  cytokines  [Ellerby  et  

al.   1999]   ou   des   peptides   pro-­‐apoptotiques   [Curnis   et   al.   2002]   que   ces   molécules   chimériques  

présentaient   une   efficacité   largement   accrue   par   rapport   à   la   drogue   administrée   seule.   Ces   peptides  

couplés   à   des   vecteurs   en   thérapie   génique   ont   aussi   présenté   un   ciblage   amélioré.   La   myriade   de  

protagonistes   cellulaires   et   moléculaires   impliquée   dans   le   phénomène   d'athérogénèse   se   prête  

parfaitement  à  une  étude  par  phage  display   in  vivo.   Le  but  de  notre  étude  a  donc  été  d'identifier  des  

anticorps  humains  ciblant  des  constituants  spécifiques  de  la  plaque  d'athérome  chez  différents  modèles  

animaux  d'athérosclérose.  De  telles  molécules  pourront  soit  être  couplées  à  des  agents  de  contraste  ou  

des   marqueurs   rad

fonctionnellement  sur  le  tissu  cible.    

  

Figure  4.12  :  Principe  du  phage  display  in  vivo   

  

4.13.  Conclusion  

Aujourd'hui,  30  anticorps  ont  obtenu  une  autorisation  de  mise  sur  le  marché  (AMM  :  voir  tableau  3.2)  et  

plus  de  200  sont  en  phase  clinique.  En  2002  le  premier  anticorps  entièrement  humain  isolé  par  «  phage  

display  »,  l'HUMIRA  a  obtenu  le  précieux  sésame,  presque  20  ans  après  OKT3  (Orthoclone,  un  anticorps  
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murin   immunosuppresseur).   Le   chemin  parcouru  a  été  quelque  peu   chaotique  et   la  molécule   souvent  

critiquée,   mais   l'ingénierie   génétique   combinée   à   la   formidable   flexibilité   de   cette   molécule   fait   que  

l'anticorps  est  et  restera  encore  longtemps  le  réactif  de  référence  en  vue  d'une  utilisation  thérapeutique  

toujours  plus  ciblée.  

4.14.  Tableau  des  anticorps  sousmis   AMM  
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Tableau  3.2:   le  tableau  liste  par  catégories,   les  anticorps  monoclonaux  (Acm)  et  dérivés  qui  ont  été  approuvés  pour  un   usage  
thérapeutique  par   la  FDA  (Food  and  drug  administratio European  medicines  agency)  ou  la  SFDA  (China  state     Food  
and  drug  administration).     Beck  et  al.  2009.  
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I)  Objectifs  du  projet  de  thèse  
  

lérose  par   les  techniques  de  

phage-­‐display  et  de  protéomique  pour  in  fine  développer  des  bio-­‐pharmaceutiques  de  façon  à  visualiser  

sujets  à  risque  mais  égaleme

  

s   de   concevoir   des   anticorps   humains   ciblant   les  

interrogation  in  vivo  du  tronc  aortique  pathologique  par  

une  approche  phage-­‐display     de  façon  à  déterminer  in  situ  

la   r Le   phage-­‐display   in   vivo   a   été   initié   en   1996   par  

,   ce   sont   des   anticorps  

humains   de   format   scFv   qui   sont   sélectionnés   sur   des   protéines   surexprimées   au   sein   de   plaques  

   in   vivo,  

sélectionnés   in  vivo,  pourront  être  ensuite  déclinés  en  biopharmaceutiques  pour  l'immunociblage  de  la  

superparamagnétiques  pour  une  utilisation  en  Imagerie  par  Résonance  Magnétique  (IRM).    

  athérosclérose   je  réalise  ma  

thèse,  

anticorps,   pour   la   mise   en   place   de   nouvelles   méthodes   préventives   et   thérapeutiques   de  
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II)  Phage  Display  in  vivo  

5.1.    Introduction  

En   fonction   de   leur   état   (patho)physiologique,   les   cellules   de   la   paroi   vasculaire   expriment   des  

e  une  série  

de  protéines   ent  de  la  pathologie.  Par  exemple,  les  intégrines  VCAM-­‐1  ou  P-­‐

   un   stade   plus  

avancé  de   la  maladie.  De   ce   fait,   il  est  possible  grâce  à  des  modèles  animaux  développant   des   lésions  

athéroscléreuses,  de  cartographier   in  vivo   depuis   la   formation  de   la  strie  

stade   où   la   plaque   est   susceptible   de   se   rompre.   Le   phage   display   in   vivo   est  

parfaitement  adapté  à  ce  type   on  est  réalisée  sans  connaissance  préalable  de  la  cible  

ticorps   synthétique,   semi-­‐synthétique,   naïve   ou  

in  vivo  consiste  à  injecter  dans  la  circulation  sanguine  

es  phages-­‐

nt  et  se  lient  par  leur  scFv  aux  marqueurs  exprimés  dans  les  lésions.    

in  vivo  

palie   les   problèmes   l ité   développée   lors   de  

déclinés   es  

immunoglobulines.   Les   éléments   in   vivo   sont   (1)   la   sélection   à   la   fois   négative   et  

-­‐scFv   (2)   le   criblage   in   vivo   des  marqueurs   de   la  

plaque  directement  impliqués  dans  son  évolution  vers  la  rupture  et  enfin  (3)   dentification  de  nouveaux  

marqueurs     

Plusieurs   équipes   se   sont   intéressées   au   répertoire   moléculaire   présent   à   la   surface   des   vaisseaux  

  tumorale.  Parmi  ces  études,  citons  la  sélection  de  peptides  

Arap,  Pasqualini   et   al.   1998 Essler   and  Ruoslahti  

2002

état  pathologique  et  que  ces  derniers  peuvent  parfaitement  êtres  ciblés  

pour   la   thérapie   [Arap  et   al.,   1998][Pastorino,  Brignole  et   al.   2006],      imagerie   [Burtea,   Laurent  et   al.  
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200][Nahrendorf,  Jaffer  et  al.  2006].  La  combinaison  des  deux  peut  être  envisagée  [Ozawa,  Zurita  et  al.  

2008].  On  parle  alors  de    théranostic.    

s   in   vivo   utilisant   des   anticorps   humains   aient   été   rapportées   dans   la  

littérature,   notre   laboratoire   a   réussi   par   le   passé   à   isoler   un   anticorps   humain   dirigé   contre   un  

constituant  de   la  matrice  extracellulaire,   la  vitronectine,  contenue  dans   la  chape   fibreuse  de   la  plaque  

Robert,   Jacobin-­‐Valat  et   al.   2006

rcholestérolémiant,   de   phages-­‐scFvs   issus      de  

construite     dont  quelques  acides  

aminés  clés    dans  les  CDR3  on  été  mutés  (MRC,  Geneservice).  Après  un  temps  bien  défini  de  circulation,  

a   été   ents   dans   les   sections   atteintes   élués   puis  

testés  individuellement  par  ELISA  (Enzyme-­‐linked  immunosorbent  assay).    

  

5.2.  Sélection  in  vivo     

plusieurs  tours  de  sélection   in  vivo  en  utilisant  une  banque  de  phages-­‐anticorps  recombinante  humaine  

d

(1)   la  nature  de  la  banque  qui  pe   (scFv)  dans  le  

cytoplasme   bactérien   et   des   cellules   de   mammifères   (2)  

(extracellulaire/intracellulaire)  (3)  un  criblage  in  vitro  innovant  des  clones  par  HTRF  (Homogeneous  time  

resolved  fluorescence)  (4)  et   e  modèles  animaux  différents  :  souris  apoE-­‐/-­‐  et  un  modèle  de  

lapin  à  inflammation  induite.    

  

5.2.1.  Matériel  biologique  utilisé  

«     »,   capable  de   résister   aux   conditions  physico-­‐chimiques  particulières  du   cytoplasme.   Il  

   humains   [Philibert,   Stoessel   et   al.   2007].   La   banque  

semi-­‐aléatoires  dans   la  mesure  où  elles   respectent   la  distribution  des  acides  aminés  à  chaque  position  
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des   régions   hypervariables   humaines.   L'avantage   du   scFv13R4   est   qu'il   adopte   une   conformation  

tridimensionnelle   correcte   dans   le   cytoplasme   des   bactéries   et   dans   celui   des   cellules   humaines,  

autorisant  une  expression  optimale  de  scFv  fonctionnels.  La  banque  présente  une  diversité  de  1,5  x  109  

fragments  scFvs.  

  

5.2.2.  Modèles  animaux    

Le   phage-­‐display   in   vivo   a   été   réalisé   sur   2   modèles   animaux   mis   sous   régime  

-­‐scFv   capables   de   reconnaître   des  

in  

vivo  après  couplage  des  scFv  à  des  agents  de  contraste.    

  

5.2.2.1.  Modèle  de  lapin  athéromateux  

Nous  avons  mis  en  place  chez  le  lapin  

régime  hypocholestérolémiant  réduit  à  6-­‐8  mois  mais  qui  nécessite  2  interventions  chirurgicales  

à  1-­‐2  mois   :  une  désendothélialisation  et  une  angioplastie

la  couche  superficielle  de  la  paroi  vasculaire  entraîne  une  lésion  pouvant  être  interprétée  comme  

lipidique  [Rekhter  et  al.  1998].  

  

5.2.2.2.  Modèle  de  souris  ApoE-­‐/-­‐    

apoE)  est  un  constituant  des  lipoprotéines  de  très  faible  densité  (VLDL)  

et   des   molécules   rémanentes   des   chylomicrons   et   des   LDL   (IDL).   Elle   est   responsable   de   la  

clairance  de  ces  lipoprotéines  riches  en  cholestérol  et  triglycérides  en  se  liant  aux  récepteurs  des  

LDL   (LDLR).   Ainsi,   une   déficience   en   apoE   entraîne   une   élévation   dramatique   de   VLDL   et  

clérose  [Piedrahita  

et  al.  1992].  Les  souris  apoE-­‐/-­‐  sont  mises  sous  un  régime  hypercholestérolémiant  (Western  Diet,  

0.3  %  cholestérol)  pendant  6  mois.    
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5.2.3.  Sélections  in  vivo  réalisées  

Une  série  de  3  tours  de  sélection  a  été  réalisée  chez  le  modèle  souris  et  une  série  de  3  tours  chez  

le  lapin.  A  chaque  tour,  les  phages  sont  élués  séquentiellement  puis  produits,  amplifiés  et  réinjectés  dans  

Figure  5.1).    

En  résumé,  1013  phages-­‐scFv  sont   injectés  dans   la  circulation  sanguine  du  modèle   lapin  et  1012  

phages-­‐scFv  dans  la  circulation  de  la  souris  ApoE-­‐/-­‐.  Après  30  min  de  circulation  chez  le   lapin  et  15  min  

récupérer   sélectivement   des   phages-­‐scFv   susceptibles   de   résider   dans   différents   compartiments   de   la  

plaque  comme  (1)  la  paroi  vasculaire  athéromateuse,  (2)  les  tissus  lésés  du  sous-­‐endothélium  ou  encore  

(3)   les  cibles   internalisées  dans   les  cellules   résidentes  de   la  plaque.  Après  2  à  3   tours  de  sélection,   les  

phages   sont   amplifiés   dans   les   bactéries   et   les   phagemides   des   clones   bactériens   séquencés.   Les  

séquences  des  gènes  VH  et  VL  des  phages-­‐scFv  sont  alignées  et  comparées  entre  elles  de  façon  à  en  tirer  

des  motifs  consensus,  liés  à  la  pression  de  sélection  exercée  par  les  différents  tours  de  phage-­‐display.    

  

Figure  5.1:  Schéma  récapitulatif  de  la  procédure  de  sélection  des  phages-­‐scFv  in  vivo.    
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5.2.4.  Production  de  fragments  scFv  solubles  

phagemides  recombinants  ont  été  clonés  dans  une  souche  bactérienne  non   suppressive  pour  le  codon  

Ambre  (la  souche  HB2151).    Cette  souche  bactérienne  a  de  ce  fait  la  capacité  de  produire  des  fragments  

scFv   solubles  

matériel  et  méthodes).      

5.2.5.  Tests  de  réactivité  

      5.2.5.1.  HTRF  (Homogeneous  time  resolved  fluorescence)  

Les  scFv  solubles  ont  été  criblés  grâce  à  une  méthode  dont  les  paramètres  ont  été  mis  au  

point  par  Stéphane  Bonetto  au  sein  de  notre  équipe  en  collaboration  avec  Hervé  Bazin  de  CisBio  

bioassays.  Cette  technique  innovante  repose  sur  la  technologie  du  FRET.  Le  FRET  (Fluorescence  

Resonance  Energy  trans

Figure   5.2A).   Les   interactions  

moléculaires  entre  les  biomolécules  peuvent  être  réalisées  en  couplant  à  chaque  partenaire  un  

f

âce  aux  différences  des  

propriétés   spectrales  des  deux  partenaires,   la   formation  du   complexe  peut   être  détectée   sans  

avoir  à  le  séparer  des  constituants  du  milieu  réactionnel.    

ires  

anticorps  et  son  antigène  ou  un  ligand  et  son  récepteur.  Les  techniques  de  FRET  classiques  sont  

t  par  exemple  du  milieu  

réactionnel  ou  du  lysat  protéique  utilisé.  Cependant,  cette  fluorescence  endogène  est  transitoire  

du   FRET,      (Homogeneous   time   resolved   fluorescence)   [Bazin,   Preaudat   et   al.   2001].  

  fluorescence  endogène.  Cette  méthode  met  à  profit  

la  désactivation  extrêmement  lente  de  certains  fluorophores  tels  que  les  terres  rares  (Europium,  
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  FRET  de  celles  qui  ne  

le   sont   pas.   Comme  montré   sur   la   figure   5.2B,   un   décalage   du   délai   de   lecture   (de   50   à   150  

  

  peut  

êtr 665nm.    

(1)   la   première   (HTRF   sandwich)   consiste   à   déterminer,   pour   les   fractions   de   scFv   solubles  

produites,  un  seuil  de  sensibilité  pour   le   test  «  direct  HTRF  

(Figure  5.3A),  (2)  

moléculaire  produite  entre  un  extrait  de  protéines  athéromateuses  biotinylées  et  le  scFv  purifié  

(Figure   5.3B),   (3)   enfin   la   dernière   (HTRF   de   compétition)  

reconnaissance   des   protéines   athéromateuses   biotinylées   avec   des   protéines   non   biotinylées  

saines  ou  malades  (Figure  5.3C).  

      5.2.5.2.  Immunohistochimie  

Tous   les   clones  ayant  donné  un   signal  positif   en  HTRF  ont  été  ensuite   testés  pour   leur  

capacité  à   reconnaître  des   coupes  de   tissus  athéromateux   (de   lapin,  de   souris  et  humains)  en  

immunohistochimie.  
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Figure  5.2:   Principe   du   FRET   en   temps   résolu   (HTRF).   Les   deux   partenaires   (donneur   et   accepteur)   ne   peuvent   entraîner  
proximité  immédiate  (A).  Le  signal  de  fluorescence  émis  par  le  complexe  

peut  être  lu  après  un  temps  de  latence  (time  delay)  (B).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

A  

B  
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Figure  5.3:   Criblage   des   scFv   par   HTRF.   Après   purification,   chaque   clone   scFv   est   testé   individuellement   pour   sa   capacité   à  
déplacer   la   liaison   du   peptide   contrôle   «  c-­‐myc-­‐peptide-­‐biotine  »   (A).   L est   une   valeur   arbitraire,  
permettant  de  valider  une  quantité  minimum  de  scFv,  capable  de  générer  un  signal   dans  le  test  du  «  direct  HTRF  ».     Le  direct  
HTRF  consiste  à  mettre  en  contact  chaque  clone  scFv  avec  des  protéines  athéromateuses  biotinylées.  Ne  peut  être  généré  de  

  entre  
nti   c-­‐myc-­‐EuK)   et   le   donneur   (streptavidine   -­‐XL665)   (B).     

on  
biotinylées  (C).  

C  :  HTRF  de  compétition  

A  :  «  Sandwich  HTRF  »  

B  :  «  Direct  HTRF  »  
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Sélection  in  vivo  chez  la  souris  :    

Article    (en  cours  de  rédaction)  
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ABSTRACT 

 

In vivo phage display selection is a powerful strategy leading to the direct identification of agents 

that selectively target the vasculature  of  normal  or  diseased  tissues   into living animals. We describe 

here the development of an in vivo biopanning procedure into a high-­‐fat   diet   fed   ApoE-­‐deficient  

mouse model to identify single-chain antibodies (scFvs) capable of homing specifically to 

atherosclerotic lesions. A semi-synthetic scFv phage library was intravenously injected into living 

animals, and extracellular and internalized phages were selectively recovered both from diseased 

vascular endothelium and subjacent tissues. After three successive biopanning rounds, a panel of six 

distinct clone sequences was isolated. Produced and purified under soluble form, four scFvs were 

showed to specifically (1) interact in vitro with an atheromatous protein extract by direct 

homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) and (2) target ex vivo the endothelial cell surface 

and  inflamed intima-related regions of rabbit and human tissue sections by immunohistology 

approaches. The   staining   patterns   were   different   according   to   the   scFvs   and   to   stage   of   lesion  

development. We demonstrate here the feasibility to isolate antibody fragments able to selectively 

bind markers onto atherosclerotic endothelial cell surface or buried into deep intimal layers, 

without recognition of the non-lesional intima. The identification of such scFvs provides new 

opportunities for targeted imaging applications, as well as for therapeutic treatments of 

atherosclerosis.  

  

  

Key  Words:    human  scFv     .  HTRF  .  atherosclerosis     .  semi-­‐synthetic  phage  display  library     .  in  vivo    phage  

display  biopanning    .  human  atherosclerotic  sections  .    
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INTRODUCTION  

  

Epidemiological   studies   have   established   that   elevated   plasma   levels   of   apolipoprotein   B-­‐containing  

lipoproteins  in  human  increase  the  incidence  to  develop  coronary  heart  diseases  (CHD)  ((Miller  1987),  2,  

3j).  Besides,  there  is  no  known  animal  models  in  which  atherosclerosis  can  be  induced  without  altering  

lipoprotein   profiles.   However,   studies   on   patients   developing   premature   CHD   revealed   that   48%   had  

cholesterol   levels   less   than   200   mg/dl   (4).   In   addition,   in   children   as   early   as   5   of   age   with   familial  

hypercholesterolemia  and  with   identical  high  cholesterol   levels,  one  child  may  have  a   fatal  myocardial  

infarction   at   age   10   and   the   other   survives   to   age   50.   Clearly,   the   rate   at   which   atherosclerosis  

progresses   could   considerably   vary   independently   of   the   plasma   cholesterol   level,   suggesting   that  

additional  factors  determine  just  how  fast  the  disease  progresses.  So,   it  seems  that  the  disease  may  not  

be  necessarily  initiated  in  a  hypercholesterolemic  context,  and  other  risk  factors,  local  and  systemic  may  

be  necessary  or  sufficient  to  induce  atherosclerosis  lesions  ().    

Atherosclerosis   imaging   and   therapy   strategies   are   entered   in   a   new   era   at   the   turn   of   the   century.  

Emerging   modalities   have   raised   the   limits   of   imaging   based   on   the   architecture   and   morphology   of  

vessel  wall   in   the  prediction  of   asymptomatic   and  vulnerable  plaques.   Furthermore,  experimental   and  

clinical  studies  have  suggested  the  possibilities   to   treat  atherosclerosis  by  bypassing  the  common  way  

using   cholesterol-­‐   and   lipid-­‐lowering   drugs.   Research   efforts   have   been   focusing   toward   the  

development  of  new  classes  of  agents  capable  to  act  locally  and  to  target  the  atherogenic  components,  

and   especially   those   involved   in   early   lesion   formation   and   vulnerable   plaque   rupture   (6,   7).  

Nevertheless,   despite   beneficial   advances   in   the   understanding   of   the   atherogenic   molecular   basis,  

opening   the  way   to   a   plethora   of   promising   novel   targets,   the   development   of   new   targeting   agents  

more   and  more   efficient   is   still   in   demand   (6-­‐12).   This   challenge   has   been   advanced   by   the   rising   of  
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random  screening   technologies  based  on  nanoparticles   libraries   (13,  14),  combinatorial   chemistry   (15-­‐

17)   and   phage   display   (18-­‐20).   In   vivo   phage   display   has   been   particularly   effective   to   lead   to   the  

identification  of  new  target  /  ligand  pairs  specific  to  the  vasculature  of  normal  and  diseased  tissues,  like  

in   atherosclerosis   (21-­‐23).   From   these   selections,   some   peptide   sequences   revealed   homology   with  

natural  ligands  and  were  able  to  recognize  known  or  new  targets  expressed  on  the  activated  endothelial  

cell  surface.    

Even   though   peptide   phage   display   is   commonly   used   for   the   in   vivo   vascular   targeting   (24,   25),  

antibodies  and  especially  antibody  fragments  can  also  be  successfully  selected  (26,  27).  We  have  chosen  

to  take  advantages  of  the  ability  of  antibodies  to  recognize  their  target  with  high  specificity  and  affinity  

to  develop  a  novel  in  vivo  biopanning  strategy  to  interrogate  both the endothelial cell surface proteins and 

the subendothelial molecular repertory expressed in atherosclerotic lesions of animal  maintained  in  a  high  

e   to   recognize   lesional protein 

extracts in a direct in vitro homogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) binding assay, and to target 

rabbit and human atherosclerotic tissue sections ex vivo by immunohistological approaches.  Through  the  

targeting  of   intra-­‐tissular  molecules,  this  work  on  atherosclerotic  mammalian  models  expands  the  field  

of   the   in   vivo   phage   display   selection   applications,   which   may   be   extended   to   other   disorders   and  

especially   to   those  with   a   strong   angiogenic   component.   These   scFvs   may constitute the basis for the 

development of new clinical tools dedicated to the molecular imaging and therapy.  
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MATERIALS  &  METHODS  

  

Animal  models  

All   animal   experiments   were   performed   in   conformation   with   the   Guide   for   the   Care   and   Use   of  

Laboratory   Animals   (NIH   Publication   No.   85-­‐23,   revised   1996)   and   accredited   by   the   local   ethic  

committee.  Adult  male  New  Zealand   rabbits   (NZW),  weighing  between  2.5   and  3.0   kg,   and  ApoE-­‐/-­‐   KO  

le,  France).  One  group  of  

rabbits   was   submitted   for   six   to   height   months   to   a   fat   atherogenic   diet   including   0.3%   (w/w)  

cholesterol,  whereas  another  group  of  untreated  rabbits  (control)  was  fed  a  standard  laboratory  diet.  In  

order  to  promote  the  development  of  complicated  plaques,  rabbits  were  subjected,  one  to  two  months  

after   the  beginning  of   the  diet,   to  an   inflammatory  chirurgical   injury  under  anaesthesia   (intramuscular  

injection   of   20   mg/kg   ketamin   and   2   mg/kg   xylazin).   A   de-­‐endothelialization   of   the   thoracic   and  

abdominal  areas  of  aorta  was  mechanically   induced  three  times  by   inflation  and  drawing  back  of  a  4F  

Fogarty  balloon  catheter  (Edwards  Lifesciences,  Maurepas,  France).  Rabbit  anaesthesia  was  maintained  

by  mask  inhalation  of  0.25%  to  0.35%  isofluran,  and  preventive  anti-­‐thrombotic  treatment  was  achieved  

using  heparin  sodium  solution  (1000  UI/ml)  (Heparin  Choay®,  Sanofi  Synthelabo,  Paris,  France).  Analgesia  

was   obtained  with   100  mg   of   aspirin   (Injectable   Aspegic®,   Sanofi   Synthelabo).   To   promote   advanced  

lesions  in  ApoE-­‐/-­‐  mice,  animals  were  fed  a  high-­‐fat  Western-­‐diet  (0.3  %  (w/w)  cholesterol)  for  24  weeks.  

  

Human  tissue  specimens  

Human   carotid   arteries   were   collected   from   carotid   endarterectomy.   Human   coronary   arteries   were  

harvested   from   patients   with   end-­‐stage   heart   failure   having   undergone   heart   transplantation.   All   the  

clinical   interventions   took   place   at   Haut-­‐Lévèque   Hospital   (Pessac,   France).   Human   tissue   specimens  
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were  collected  after  informed  consent.  They  were  immediately  processed,  frozen  at  -­‐80°C  or  embedded  

in  paraffin.    

  

Human  ScFv  phage  library  

Semi-­‐synthetic  scFv-­‐fragment  librarie  was  designed  and  constructed  by  P.  Philibert  and  al.   (28).  Briefly,  

the   library  was  created   from  a  single  optimized  human  scFv   framework   (13R4  scFv),  by   introducing  an  

amino   acid   distribution   and   lengths   in   the   CDR3   the   closest   as   that   observed   in   natural   human   CDR3  

loops.  Two  set  of  13  VH  libraries  with  CDR3  loops  ranging  from  5  to  17  amino  acids  and  5  VL  libraries  (   +  

)  with  CDR3  loops  ranging  from  9  to  11  amino  acids  were  then  screened  for  their  ability  to  be  expressed  

in   frame  with   fusion   protein   CAT   enzyme  on   selective  media   before   PCR   assembling.   The   library  was  

constructed  in  the  phagemide  vector  pCANTAB6  in  fusion  with  the  N-­‐terminus  of  the  minor  pIII  protein.  

Its  diversity  is  about  1.5  x  109  different  variants.    

  

Atheromatous  proteins  extraction  and  biotinylation  

Aortas  from  normal  and  hypercholesterolemic  NZW  rabbits  were  extracted   from  the  aortic  arch  to   the  

iliac   bifurcation,   washed   and   fractioned   in   order   to   independently   resuspend   tissue   proteins   in   four  

different   lysis   buffers:   M-­‐PER   (Thermo   Fisher   Scientific,   Brebières,   France),   T-­‐PER   (Thermo   Fisher  

Scientific),  low  stringent  lysis  buffer  (50mM  HEPES,  pH  7.4;  137  mM  NaCl;  10%  Glycerol;  1%  NP-­‐40  (v/v);  

2  mM   EDTA;   1  mM   PMSF;   protease   inhibitors   cocktail   (Roche   Diagnostics,  Meylan,   France))   and   high  

stringent  lysis  buffer  (50mM  HEPES,  pH  7.4;  150  mM  NaCl;  1%  (v/v)  NP-­‐40;  0.5%  (v/v)  Triton;  0.5%  Na-­‐

Deoxycholate;  1mM  EDTA;  1  mM  PMSF;  protease  inhibitors  cocktail).  The  homogenization  is  performed  

using  firstly,  a  Polytron  TP-­‐20  Homogenizer  (Kinematica,  Lucerne,  Switzerland)  and  secondly,  a  sonicator  
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he  

supernatant  of   insoluble  material,   the  concentration  of  every  soluble  protein  extracts  was  determined  

Thermo   Fisher   Scientific).  

Proteins  from  M-­‐PER  and  T-­‐PER  extraction  were  then  dialysed  against  low  stringent  lysis  buffer  for  16  h  

at  4°C  and  about  200   g  from  four  protein  extractions  were  biotinylated  with  three  different  molar  ratios  

of  proteins  /  biotin-­‐XX  SSE  (Invitrogen,  Eragny  sur  Oise,  France):  1:5,  1:10  and  1:20  in  100  mM  NaHCO3,  

pH  8.3  for  30  min  at  4°C.  Excess  of  reactive  biotin  was  then  quenched  with  100  mM  Glycine,  pH  7.4  for  

10  min  at  4°C  and  the  samples  dialysed  against  low  stringent  lysis  buffer  for  16  h  at  4°C.    

  

In  vivo  biopanning  in  atherosclerotic  mouse  model  

In  vivo  phage  display  selections  were  performed  in  ApoE-­‐/-­‐  mice.  Three  continuous  flows  (30   l/min)  of  

PBS  containing  each  1  x  1012  colony-­‐forming  units   (cfu)  were   injected   into   the   tail  vein  of  mouse   for  5  

min.  After  5  min  of  phage  circulation,  the  animal  was  sacrificed  and  perfused  through  the  heart  with  20  

ml  of  PBS  to  ensure  phage  clearance  from  the  blood.  The  aorta  was  then  extracted  from  the  aortic  arch  

to  the  iliac  bifurcation.  The  tissue  was  weighted,  gently  cut  along  the  length  and  rinsed  six  times  with  500  

l  of  cold  DPBS.  The  endothelium  cell  surface  bound  phages  (F1  fraction)  were  eluted  with  100   l  of  0.1  

M  Glycine-­‐HCl,  pH  2.2  for  8  min  at  room  temperature  under  gently  agitation.  After  centrifugation  at  500  

x  g,  eluted  phages  were   collected  and   immediately  neutralized  with  15   l  of  1  M  Tris-­‐HCl,  pH  9.1   in  a  

clean  tube.  Meantime,  aorta  was  washed  three  times  with  300   l  of  PBS  and  the  eluates  pooled  in  the  

same  previous  tube  containing  100   l  of  1  M  Tris-­‐HCl,  pH  7.4.  In  order  to  access  to  intra-­‐tissular  phages  

(F2   fraction),   aorta   was   dissociated   with   900   l   of   PBS   (Ca2+,   Mg2+   free)   containing   2000   U/ml   of  

collagenase  type  II  and  adjusted  at  1  ml  with  2.5%  Trypsin-­‐EDTA  for  30  min  at  37°C  under  agitation.  The  

solubilizate  was  vigorously  vortexed,  centrifuged  at  1000  x  g  for  10  min  at  4°C  and  washed  three  times  
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with  400   l  of  PBS  (Ca2+,  Mg2+  free).   In  addition,  250   l  of  0.1  M  Glycine-­‐HCl,  pH  2.2  was  added  to  the  

cells   homogenate   and   incubated   for   8   min   at   room   temperature   under   gently   agitation.   After  

centrifugation,  eluted  phages  were  collected  and  neutralized  in  a  clean  tube  as  described  above.  Three  

supplementary   cell   washings   with   250   l   of   PBS   were   then   carried   out.   Eventually,   to   access   to  

internalized  phages  (F3  fraction),  the  homogenate  was  incubated  with  500   l  of  0.1  M  TEA  for  5  min  at  

room  temperature  by  vigorous  vortexing.  Neutralization  was  then  done  by  addition  of  250   l  of  1M  Tris-­‐

HCl,  pH  7.4.  After   centrifugation  at  1000  x   g   for  10  min,   the   supernatant  was   collected   and   the  pellet  

containing   the   phages   was   washed   twice   more   with   500   l   of   PBS.   Phage   fractions   were   separately  

rescued  by  infection  of  25  ml  of  2  x  TY  medium  containing  XL1-­‐blue  E.coli  host  (Stratagene,  La  Jola,  CA)  in  

log  growth  phase.  After  45  min  of  infection,  bacteria  were  centrifuged  and  spread  onto  2  x  TY  Amp  (100  

g   /  ml)   /   Glucose   (2%   (w/v))   agar   plates   for   16   h   incubation   at   30°C.   The   phage   libraries  were   then  

produced  in  100  ml  of  2  x  TY  Amp  (100   g/ml)  /  Kana  (50   g  /  ml)  following  super-­‐infection  with  M13KO7  

helper  phage  (Invitrogen,  Cergy-­‐Pontoise,  France)  and  for  16  h  of  incubation  at  25°C.  Phages  were  then  

purified  from  the  supernatant  culture  by  two  precipitations  with  0.2  vol.  of  solution  containing  20%  (w/v)  

PEG   8000,   2.5  M   NaCl.   Eventually,   the   pellet   containing   phage   particles   was   resuspended   in   a   final  

volume   of   500   l   sterile   cold   PBS   and   passed   through   a   0.22   m   pore-­‐size   filter.   The   titer   of   each  

production   was   around   5  ×  1013   cfu/ml.   Two   additional   rounds   of   selection   and   amplification   into  

subsequent  mice  were  performed  with  respectively  1  x  1011  and  1  x  1010  cfu.  Plated  bacterial  clones  from  

the   second   and   third   rounds   of   biopanning   were   randomly   picked   for   nucleotide   sequence   analysis  

(Millegen,  Toulouse,  France)  by  using  LMB3  primer  (sequence,  CAGGAAACAGCTATGAC)  corresponding  to  

the  pCANTAB6  phagemide  sequence  downstream  of   the  scFv   insert.   Sequence  translation,  comparison  

and  alignment  were  done  using  IMGT/V-­‐QUEST  database  (Lefranc  2009;  http://imgt.cines.fr/).    
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Soluble  scFv  production  from  bacterial  culture  

Selected  XL1-­‐blue  clones  cultured  for  5  h  in  500   l  of  2  x  TY  Amp  (100   g  /  ml)  /  Glucose  (2%  (w/v))  in  2  

ml  masterblock  (Greiner  Bio-­‐one,  Courtaboeuf,  France)  were  super-­‐infected  with  M13KO7  helper  phage  

for  45  min.  After  centrifugation  and  removal  of  the  supernatant,  pellets  were  resuspended  in  1  ml  of  2  x  

TY  Amp  (100   g  /  ml)   /  Kana   (50   g/ml)  and  an  aliquot  of  each  culture  was  spread  onto  2  x  TY  Amp  /  

Kana  agar  plates.  Isolated  bacterial  clones  were  then  incubated  for  16  h  in  500   l  of  2  x  TY  Amp  /  Kana  at  

25°C   to   induce   phages   production.   After   two   successive   centrifugations,   1   l   of   phage-­‐containing  

supernatant   was   used   to   infect   20   l   of   HB2151   E.coli   host   (Amersham   Pharmacia   Biotech,   Uppsala,  

Sweden)  in  log  growth  phase.  After  45  min  infection,  bacteria  were  plated  onto  2  x  TY  Amp  (100   g  /  ml)  

/  Glucose  (2%  (w/v))  and  incubated  for  16h  at  30°C.  Selected  HB2151  clones  were  then  cultured  in  2  x  TY  

Amp   (100   g   /  ml)   /  Glucose   (2%   (w/v))  until   reaching   the   log  growth  phase.  After   spinning,   the   scFv  

production  from  bacterial  pellet  was  induced  in  50  ml  of  2  x  TY  Amp  (100   g  /  ml)  /  Glucose  (0.1%  (w/v))  

/  IPTG  (200  mM)  for  16  h  at  25°C.    

  

ScFv  purification  on  Nickel-­‐affinity  chromatography  

Fifty  ml  of  HB2151  cell  culture  were  pelleted  by  centrifugation  and  the  pellet  resuspended  in  1:10  (v/v)  

of  ice-­‐cold  osmotic  choc  buffer  (1M  Tris-­‐HCl  pH  8,  1  mg  /  ml  Lysozyme,  1mM  PMSF,  protease  inhibitors  

cocktail  (Roche  Diagnostics))  for  1  h  at  4°C  on  rotary  shaker.  Bacterial  lysis  was  then  performed  by  two  

cycles  of  sonication  of  3  x  10  sec  pulses  at  80%  magnitude.  After  centrifugation  at  20,000  x  g  for  30  min  

at   4°C   to   remove   insoluble   material,   6His-­‐tagged   scFvs   from   the   supernatants   were   purified   by  

immobilized  metal  affinity  chromatography  (IMAC)  using  Ni-­‐NTA  resins  (Pierce,  Bezons,  France)  (27)  and  

monitored   by   the   Biopilot   Chromatographic   System   (Amersham   Biosciences,   Sacley,   France).   Briefly,  
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after  equilibration  of   the  column  with   running  buffer   (20  mM  Tris-­‐HCl,  pH  7.0)  and  samples   loading,  a  

two-­‐step  elution  was  performed.  The  first  one  was  achieved  in  the  presence  of  25  mM  imidazole  (pH  7.0)  

to  remove  unspecific  binding  on  nickel  column,  and  the  second  one  with  250  mM  imidazole  (pH  7.0)  to  

elute  nickel-­‐bound  scFvs  in  four  to  five  1ml-­‐fractions.  Each  recovered  1  ml  fraction  was  evaluated  for  its  

proteins  content  by  absorption  at  280  nm  and  then  dialysed  against  PBS  for  16  h  at  4°C.    

  

HTRF  ScFv  binding  assays  

Binding   assays   between   scFvs   and   atheromatous   protein   extracts   were   assessed   by   Direct   HTRF®  

(homogeneous  time  resolved  fluorescence)  assay  (Cisbio  Interrnational,  Bagnols-­‐sur-­‐Cèze,  France).  Black  

Fluotrac  600  microplate  (Greiner)  was  coated  with  10   l  of  scFv  (final  concentration  enclosed  between  3  

and  10   g  /  ml  according  to   the   clone)   in   0.1  M  NaHCO3,  pH  8.6   for  16  h  at  4°C.  Subsequently,  plates  

were  blocked  for  3  h  at  4°C  using  1%  BSA  (w/v)  in  PBS  solution.  Following  washing  in  PBS,  30   g  /  ml  of  

biotinylated  atheromatous  proteins  extract  in  1%  BSA  /  PBS  was  incubated  for  16  h  at  4°C.  After  washing  

in  PBS,  were  incubated  in  100   l  of  reaction  volume:  50   l  of  reaction  buffer  (100  mM  HEPES,  pH  7;  200  

mM   Tris-­‐Krebs   buffer;   0.1%   BSA),   4   nM   of   anti   c-­‐myc-­‐(Eu)K   (Cisbio   International)   and   4   nM   of  

streptavidin-­‐XL665   (Cisbio   International).   FRET   signal   emission   was   measured   and   monitored   with  

Infinite®   F500   reader   (Tecan,   Lyon,   France)   on   a   40   h   time   course.   The  %   DeltaF   values   reported   the  

intensity  of  the  direct  binding  between  scFvs  and  proteins  extract.    

Inhibition  assays  of  the  direct  HTRF  binding  signal  was  performed  after  16  h  of  incubation  at  4°C  in  the  

presence  of  2.5  x,  5  x,  6  x  quantity  excess  of  unlabelled  proteins  extract  from  atherogenic  animal  and  6  x  

excess  of  proteins  extract  from  healthy  animals.  The  fluorescence  emission  signals  were  measured  in  the  

absence  of  competitor  (100%  DeltaF  binding)  and    in  the  presence  of  unlabelled  proteins.    
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Nickel-­‐purified  scFv  fractions  were  tested  beforehand  for  their  ability  to  inhibit  HTRF  sandwich  emission  

signal  of  biotin-­‐c-­‐myc  peptide.  The  reaction  was  set  up  in  96-­‐halfwell  black  plates  (Greiner)  and  in  100   l  

of  reaction  volume  containing  50   l  of  reaction  buffer  (100  mM  HEPES,  pH  7;  200  mM  Tris-­‐Krebs  buffer;  

0.1%  BSA),  0.4  nM  of  anti  c-­‐myc-­‐(Eu)K  (Cisbio   International),  5   l  of  scFv   (final  concentration  enclosed  

between  50  and  170  nM  according   to   the  clone),  1.25  nM  of  streptavidin-­‐XL665   (Cisbio  International),  

and  5  nM  of  biotin-­‐c-­‐myc  peptide  (Cisbio  International).  The  fluorescence  emission  was  measured  on  a  

24  h  time  course  after  incubation  at  4°C.  The  %  DeltaF  values  of  competitor-­‐free  wells  was  used  as  the  

maximal  value  activation  (=100%).  

The  HTRF  measures  were  expressed  as  the  ratio  of  the  emission  intensity  at  665  nm  to  that  at  620  nm  x  

10,000.  The  ratio  were   then  normalized  by   subtracting  value  obtained   from  control-­‐wells,   followed  by  

calculation  of  percent  of  activation  (%  DeltaF)  by  dividing  the  normalized  ratio  by  control-­‐well  values  x  

100.   For   the   direct   and   inhibition   binding   assays,   the   control-­‐values   were   obtained   from   signals  

generated  in  the  absence  of  scFvs  coating.  For  the  inhibition  sandwich  binding  assay,  the  control-­‐values  

were  determined  in  the  absence  both  of  biotinylated  c-­‐myc  peptide  and  scFvs.      

  

ScFv  immunohistochemical  analysis  on  rabbit  and  human  sections  

Paraffin-­‐embedded  sections  were  prepared  from  rabbit  and  human  arterial  tissues.  Briefly,  sections  of  10  

µm  thick  were  deparaffinized  and  re-­‐hydrated  before  neutralizing  endogenous  peroxidase  activity  with  

3%  H2O2  /  H2O  for  5  min.  Non-­‐specific  binding  was  then  blocked  with  4%  (w/v)  BSA  in  PBS  solution  for  30  

min   at   RT.   Positive   scFv   fractions   in   HTRF   sandwich   assay   were   diluted   in   2%   BSA   /   PBS   (final  

concentration  between  5  and  12.5  µg  /  ml  according  to  the  clone  production)  and  incubated  on  sections  

for  16  h  at  4°C.  Following  washings  in  PBS,  a  mix  of  1/250  anti  c-­‐myc  (Miltenyi  Biotec,  Paris,  France)  and  

100  mU  /  ml  of  anti  6His  (Roche)  mAbs  in  4%  BSA  /  PBS  were  applied  to  the  sections  for  3  h  at  RT.  After  
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washings,  the  sections  were  incubated  with  1.6   g  /  ml  of  HRP-­‐conjugated  anti-­‐mouse  IgG  (Immunotech,  

Marseille,  France)  for  1  h  at  RT.  The  binding  of  secondary  antibody  was  detected  with  DAB  substrate  kit  

(Vector   laboratories,  Peterborough,  UK),  which   yields   a   yellow  brown   colour   reaction.  After  washings,  

the  sections  were  dehydrated  and  mounted  in  DPX  medium.  

  

H2.1  scFv  competitive  binding  assay  on  rabbit  atherosclerotic  aorta  sections  

Specificity  of  H2.1  scFv  binding  on  tissue  sections  was  also  assessed  by  a  competitive  binding  assay   to  

inhibit   staining   generated   by   the   biotinylated   form   of   H2.1   scFv.   200   µg   of   scFv   were   biotinylated  

according   to  a  molar   ratio  protein   /  biotin-­‐XX  SSE  of  1:10  as  described   in  a  previous  section.  50   g  of  

biotin-­‐H2.1   scFv   were   then   incubated   on   atherosclerotic   NZW   rabbit   sections   with   or   without   a   4   x  

quantity  excess  of  unlabelled  H2.1  scFv  in  4%  BSA  /  PBS  for  16h  at  4°C.  Following  washings,  biotinylated  

scFv  binding  was  detected  using  5   g  /  ml  of  streptavidin-­‐peroxydase  conjugate  (Vector  laboratories)  and  

DAB  substrate  (Vector  laboratories).    
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RESULTS  

  

In  vivo  phage-­‐scFvs  selection  

To  isolate  human  phage-­‐scFvs  able  to  home  to  atherosclerotic  plaques,  we  used  an  ApoE-­‐/-­‐  mouse  model  

that,   s   mimicking   the  

pathophysiological  aspects  of  coronary  artery  disease  observed  in  humans  (29).  We  choose  to  perform  

three   successive   injections   of   five  minutes   time   circulation   each   to   promote   the   chance   of   phages   of  

interest  to  reach  their  target  without  being  unspecifically  adsorbed  both  on  luminal  surface  of  vascular  

endothelium   cells   and   on   circulating   proteins,   and   to   avoid   their   clearance   from   the   blood   by   the  

reticuloendothelial  system  (30).  Furthermore,  we  reasoned  that  during  the  in  vivo  selection  a  subtractive  

procedure  of  the  library  takes  place  naturally  at  the  unaffected  sites.    

To   have   access   to   the   endothelial   cell   surface,   extravased   and   internalized,   binding   phages,   we  

independently  recovered  three  fractions  from  aortic  tissue  (Figure  1).  From  the  second  and  third  rounds  

of  selection,  the  number  of  recovered  colony  forming  units  (cfu)  from  affected  tissue  markedly  increased  

relative  to  the  first  round  (Figure  2).  The  enrichment  of  phages  rescued  after  the  third  round  was  about  

100-­‐,  10-­‐  and  5-­‐fold  higher  than  that  recovered  from  the  first  round  of  selection  for  both  F1,  F2  and  F3  

fractions   respectively,   underlining   the   probable   selection   of   phages   specific   to   endothelial   and   sub-­‐

endothelial  targets  (Table  1).  Following  the  two  last  rounds  of  selection,  the  random  sequencing  of  150  

clones   revealed   three  over-­‐represented  amino-­‐acid   sequences,   representing   for   two  of   them  10%  and  

for   the   third   one   8%   of   the   sequenced   clones   in   the   screen.   Three   other   amino-­‐acid   sequences   that  

appeared  more  than  once  were  also  reported  (Table  1).  None  of  the  scFv  bearing  these  sequences  was  

detected  in  the  sequenced  clones  from  the  second  round  of  biopanning,  showing  that  the  in  vivo  phage  

display   selection   pressure  was   not   high   enough   in   the   second   round,   regarding   the   huge   diversity   of  
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targets.   Sequence   analysis   of   these   six   scFvs   using   IMGT/V-­‐QUEST   database   revealed   six   unique  

sequences   whose   both   CDRH3   and   CDRL3   loops   enclosed   variability   in   amino-­‐acid   composition.  

Regarding  CDR  length,  the  three  dominant  clones  showed  a  similarity  both  in  CDRH3  length  (13  residues)  

and  CDRL3  length  (10  residues),  lengths  that  represented  the  fifth  representativity  of  CDRH3  and  the  first  

and  the  third  of  CDR3L   and  CDR3L   respectively,  in  the  original  library  (Philibert  2007).  The  other  clones  

displayed  CDRH3  length  much  more  variable,  whereas  the  CDRL3  loops  enclosed  systematically  9  amino  

acids.   We   also   noted   that   among   the   three   dominant   clones,   H2.1   scFv   was   mostly   found   in   the   F2  

fraction,   whereas   the   C3.3   scFv   clone   was   not   detected   in   the   F3   fraction,   thus   excluding   possible  

contaminations  between  fractions.    (Table  1).    

  

ScFv  purification  and  inhibition  of  HTRF  sandwich  binding  signal    

To  have  access  to  higher  concentrations  of  antibody  fragments,  the  six  scFvs  were  produced  in  soluble  

form   using   a   non-­‐suppressor   E.coli   strain   and   purified   from   the   induced   bacterial   lysates   by   nickel  

chromatography  affinity   (Figure  3A).   The   lane  2  of   this   figure   illustrates   the  purification  of  one  of  our  

scFv,  H2-­‐1,  showing  that  our  procedure  allowed  us  to  obtain  pure  scFv  preparations.  In  order  to  test  the  

feasibility   to   detect   interactions   between   purified   scFvs   and   atheromatous   protein   extracts,   we  

developped  a  high  sensitive  binding  assay  from  HTRF  technology.  In  this  test,  the  scFvs  were  investigated  

for  their  abilities  to  inhibit  the  positive  HTRF  sandwich  signal  generated  by  a  biotinylated  c-­‐myc  peptide  

(Figure  3B).  In  the  absence  of  competitor,  the  positive  sandwich  signal  was  taken  as  100%.  Every  fraction  

from  each  purified  scFv  was  incubated  with  the  biotin-­‐c-­‐myc  peptide,  and  the  time  course  of  competition  

was  measured  for  24  h.  The  results  showed  that  the  highest  concentrated  fraction  from  each  scFv  was  

capable   to   compete   for   the   c-­‐myc-­‐tag   by   inhibiting   the   signal   by   50   to   95%   after   16   h   of   incubation  

according   to   the   purified   clones.   In   these   fractions,   final   concentrations   of   scFvs   were   estimated  
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between   50   and   170   nM   according   to   the   clone   production   and   purification.   This   set   of   experiments  

showed  that  purified  scFvs  could  easily  be  detected  in  a  HTRF  assay  and  subsequently  be  used  in  a  direct  

HTRF  screening  assay  for  their  abilities  to  recognize  atheromatous  proteins  extract.      

  

HTRF  binding  assay  between  scFvs  and  atheromatous  protein  extracts  

Confronted  with   the   limitations  of   the  classic  screening  approaches   from  soluble   tissue  extracts  or  cell  

cultures  (31),  which  are  both  time-­‐  and  material-­‐consuming,  a  very  sensitive  HTRF  (32)  screening  method  

based  on  the  direct  binding  between  purified  scFvs  and  atherosclerotic  tissue  lysate  was  set  up.  Firstly,  

rabbit  tissue  proteins  were  solubilized  in  four  different  buffers  constituted  of  non-­‐ionic  and  /  or  anionic  

detergents   in   order   to   access   to   a   wide   panel   of   proteins.   Every   protein   extract   was   then   biotinyled  

according   to   three   different   molar   ratios   of   proteins   /   biotin   so   as   to   yield   a   panel   of   labelling.   The  

totality  of  these  reagents  was  pooled  according  to  a  1:1  (v/v)  ratio  and  then  examined  in  a  direct  HTRF  

binding  assay.  In  order  to  determine  the  feasibility  to  use  the  biotinylated  proteins  pool  in  such  assay,  we  

previously   analyzed   the   ability   of   biotin-­‐labelled   proteins   to   inhibit   the   positive   sandwich   signal  

generated  by  the  biotin-­‐c-­‐myc  peptide.  Final  concentrations  of  biotinylated  atheromatous  proteins  at  0.1  

and  1  µg  /  ml  were  capable  to  inhibit  the  signal  by  80  and  100%  respectively  after  16  h  of  incubation  at  

4°C  (data  not  shown).    

In   order   to   detect   the   specific   fluorescence   signal   over   background,   the   acceptor   fluorophore  

streptavidin-­‐XL665  needed  to  be  used  in  a  nM  final  range  of  concentration  (33  and  unpublished  results).  

Direct  HTRF  binding  assay  was  monitored  on   solid  phase   so  as   to  eliminate  uncomplexed  biotinylated  

proteins   with   scFvs   and   thus   avoiding   trapping   of   the   fluorophore   acceptors   by   the   abundant   and  

unspecific  proteins.   In  these  experimental  conditions,  streptavidin-­‐XL665  could  be  used  in  a  nM  range.  

Consequently,   the   six   purified   scFvs   were   pre-­‐adsorbed   on   wells   and   independently   incubated   with  
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biotinylated   protein   extracts.   After   washing   out   of   unbound   proteins   and   incubation   with   both  

fluorophore  reporters,  the  time  course  of  the  assay  revealed  a  positive  FRET  signal  stable  for  at  least  the  

first  40  h  for  four  of  six  purified  scFv,  consequently  suggesting  that  four  scFvs  were  able  to  recognize  a  

partner   present  within   the   protein   soup   (Figure   4).   F5.1   scFv  was   certainly   not   concentrated   or   pure  

enough  to  be  detected  in  this  assay,  whereas  concentrated  K3.24  scFv  was  not  able  to  bind  partners  in  

the  extracts.  It  needs  to  be  taken  in  consideration  that  the  DeltaF  signals  were  not  only  proportional  to  

the   scFv   concentration  but   also   to   the   abundance  of   the  atheromatous  partner   in   the   tissue  extracts.  

These  FRET   signals  were  absent  or   very  weak  when   the  HTRF  approach  was  achieved   in   liquid  phase,  

without  coating  and  washing  steps  (data  not  shown).    

To  further  confirm  the  specificity  of  the  FRET  signal  recorded  on  the  atheromatous  proteins,  a  new  set  of  

experiments   was   carried   out   in   the   additionally   presence   of   unlabelled   proteins   extract   used   as  

competitor  (Figure  5).  As  expected,  an  unbiotinylated  atherosclerotic  proteins  dose-­‐dependent  inhibition  

was  observed  and  a  six  times  excess  of  unlabelled  proteins  was  able  to  quench  the  DeltaF  binding  values  

of  approximately  75%,  80%  and  60%  for  H2.1,  I8.1  and  K3.1  scFvs  respectively  (Figure  5A).  Moreover,  the  

same   experiments   performed   with   a   six   times   excess   of   proteins   extracted   from   untreated   control  

rabbits  revealed  also  an  inhibition  response,  but  weaker,  around  50%,  35%  and  40%  for  H2.1,   I8.1  and  

K3.1  scFvs  respectively   (Figure  5B).  These   last   results  suggested  either   that  scFvs  recognized  a  binding  

partner  expressed  in  the  rabbit   -­‐expressed  in  lesional  tissue,  or  and  more  

probably   that   the   proteins   extract   from   the   control   rabbit   displayed   a   pro-­‐atherogenic   phenotype.  

Altogether,   these  experiments  demonstrated  that  at   least   three  selected  scFvs  were  able   to  recognize  

intimal  partners  over-­‐expressed  in  diseased  tissues.    
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Immunohistochemical  localization  of  scFvs  on  aorta  sections  

ScFvs  responding  positively  to  the  direct  HTRF  binding  assay  were  tested   for   their  abilities  to   target  ex  

vivo,  rabbit  and  human  atherosclerotic  arterie  sections.  These  sections  were  obtained  from  thoracic  and  

abdominal   aorta   regions   in  hypercholesterolemic   rabbits   that  were   subjected   to   a   chirurgical   injury   in  

order  to  display  advanced  and  complicated  lesions.  Indeed,  endovascular  local  injuries  are  well-­‐known  to  

potentiate   atherogenesis   and   to   improve   reproductability   of   the   induced   lesions   (Weidinger,   1991,  

Circulation,  Rekhter,  Circ  Res,  1998).  This  model  is  well  suited  to  the  mimicking  of  the  vulnerable  plaque  

formation   in   humans   (Stary,   2000,   ATVB).   Deparaffinized   sections   of   the   rabbit   thoracic   region   were  

incubated  with  selected  scFvs  and  the  binding  then  revealed  by  immunohistochemistry.  A  labelling  was  

observed   for   all   of   them,   with   however   scFv-­‐specific   binding   patterns   (Figure   6).   Although   a   diffuse  

extracellular   labelling   was   found   within   the   intima   (Figure   6A   and   B),   H2.1   and   K3.1   scFvs   stained  

intensively  an  area  rich   in  macrophage-­‐  and  smooth  muscle  cell-­‐derived   foam  cells  under  endothelium  

and   another   area   rich   in   necrotic   cells   adjacent   to   the   internal   elastic   lamina   in   the   advanced   lesion  

(Figure   6A1,   A2,   B1   and   B2).   This   staining   was   comparable   to   that   observed   with   anti-­‐macrophage  

RAM11  mAb  (Figure  6F).  Unlike  staining  patterns  obtained  with   H2.1  and  K3.1  scFvs,   I8.1  scFv  stained  

mostly  endothelium  and  superficial  subendothelial  layers,  whereas  a  weak  labelling  was  detected  in  the  

deeper  intimal  layers  and  in  the  adventitia  (Figure  6C1  and  C2).  C3.3  scFv  staining  appeared  much  more  

localized  beneath  the  endothelium,  especially  in  lipid  and  necrotic  cores  (Figure  6D).  Regarding  the  K3.24  

scFv  clone,  there  was  no  detectable  binding  through  the  section  (Figure  6E).    

To  further  confirm  the  specificity  of  H2.1  scFv  binding  on  atherosclerotic  sections,  a  biotinylated  version  

of  this  scFv  was  co-­‐incubated   in  the  presence  of  a  four  times  excess  of  unlabelled  H2.1  scFv   (Figure  7).  

The  revelation  with   the  streptavidin-­‐HRP  conjugate  showed  a  net  decrease  of   the  staining   (Figure  7B1  

and   B2)   relative   to   that   obtained   in   the   absence   of   competitor   (Figure   7A1   and   A2),   illustrating   the  

inhibition  of  biotin-­‐H2.1  scFv  binding  by  its  homologous  unlabelled  H2.1  scFv.    
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Standard  NZW  rabbit  diets  are  not  classically  considered  to  be   favorable   for  promoting  atherosclerotic  

lesions   formation.   However,   after   a   long   life   in   laboratory,   rabbits   are   spontaneously   susceptible   to  

develop  atheromatous  lesions  besides  apparently  healthy  areas.  We  observed  such  modifications  in  our  

untreated   control   rabbits.   Staining   with   H2.1   scFv   was   predominantly   associated   with   neointimal  

macrophage   foam  cells,   although  diffuse   intimal   labelling  was  also  observed   (Figure  8A1   and  A2).   I8.1  

scFv   bound  mainly   the   endothelium   cell   surface   of   the   early   atheroma,   even   though   a   diffuse   weak  

staining   was   also   seen   through   the   intima   (Figure   8B1).   Interestingly,   the   aortic   regions   without  

neointimal  lesions  in  the  same  animal  did  not  reveal  intense  staining  with  H2.1  and  I8.1  scFvs,  although  a  

weak  binding  was  seen  on  some  endothelial  cells,     highlighting  the  pro-­‐atherognic  state  of  this  control  

rabbit  (Figure  8A3  and  B3).    

H2.1   and   I8.1   scFvs   were   also   incubated   both   onto   human   sections   of   carotid   and   coronary arteries 

obtained from endarterectomy   and cardiac transplant recipients   respectively.   Both   arteries   showed 

atherosclerotic  lesions,  the  coronary  artery  presenting  with  more  advanced  lipid  cores  formation  (Figure  

9).   Both  scFvs  exhibited  binding  patterns   very   close   to   those  observed  onto   rabbit   atheroma   sections.  

The  localization  of  H2.1  scFv  occurred  predominantly  within  the  foam  cell-­‐rich  regions  in  carotid  (Figure  

9A1)   and   in   the   necrotic   lipid-­‐rich   areas   of   coronary   artery   (Figure   9A2).   I8.1   scFv   staining   was  

concentrated   on   the   endothelium   and   the   adventitia   in   the   carotid   (Figure   9B1)   and   the   coronary  

arteries   (Figure  9B2),   whereas   a   weak   staining   seemed   also   to   be   seen   in   necrotic   cores   of   coronary  

artery.  Taken  altogether,  these  analyses  confirmed  that  the  selected  scFvs  were  able  to  specifically  home  

to   atherosclerotic   lesional   sites   in   rabbit   but   also   in   human.   In   addition,   the   staining   patterns   were  

different  according  to  the  scFvs  and  to   the  stage  of   lesion  development.  The  lack  of  binding  within  the  

aortic   sections   displaying   a   normal   intima   suggested   that   recognized   binding   partners   were   certainly  

absent  in  the  intima  or  weakly  expressed  on  the  pro-­‐atherogenic  endothelium.    
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DISCUSSION  

  

Clinical  trial  data  clearly  documented  that  lipid-­‐lowering  therapies  are  a  potent  way  to  reduce  the  risk  of  

cardiovascular  events  (34-­‐36).  However,  many  individuals  develop  coronary  heart  disease  in  the  absence  

of   abnormal   lipoprotein   profiles   (37-­‐38),   and   in   practice   the   treatment   with   statins   (inhibitor   of  

endogenous  cholesterol  biosynthesis)  reduces  at  best  the  risk  of  coronary  heat  disease  of  only  about  one  

third  (39-­‐41).    

Besides,   it   is  now  well  accepted  that  sudden  cardiovascular  events  often  result  from  plaque  rupture  at  

sites  with  no  or  only  modest  arterial   stenosis  at  angiography,  underlining  that   the  plaque  composition  

rather   than   the  degree  of  narrowing   is   a   critical  determinant  of   the  vulnerability   and   thrombogenicity  

(42).  Altogether,   these  studies  highlighted  that   the  diagnosis  and  treatment  of  atherosclerosis  may  be  

greatly   improved   through   the   development   of   agents   targeting   directly   the   atherogenic   mediators  

located  within  the  intimal  wall.    

With  the  isolation  of  genes  encoding  human  variable  Ig  regions,  their  successful  expression  in  E.coli,  the  

introduction  of  phage  display  technology  (43)  and  the  use  of  transgenic  mice  for  the  human  Ig  locus  (44),  

the   task   of   selecting   fully   human   antibodies   for   clinical   applications   has   been   greatly   improved   (45).  

Selection  by  phage  display  is  today  the  most  used  and  the  best-­‐established  technology  for  the  selection  

of   such   antibodies   (46).   Nevertheless,   in   vivo   phage   display   is   a   panning   procedure   that   offers   the  

advantages   to   interrogate  directly   into   living  animals   the  molecular   repertory  of   vascular  endothelium  

in   vitro   phage   display   selection   on  

isolated   targets   that   allow   to   identify   only  one   single   family   of   binders,   in   vivo   selection,   through   the  

wide   panel   of   markers   targeted   on   vasculature,   allows   to   select   several   groups   of   homing   moieties,  

thereby  offering  a  larger  choice  of  new  target  /  ligand  pairs  (47-­‐49).  Most  of  the   in  vivo  procedures  use  
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random  phage  libraries  expressing  short  peptides  on  their  surface  (21,  22),  and  in  spite  of  a  few  reported  

works   (26,   27),   an   ambivalence   persists   on   the   efficiency   or   the   difficulties   to   use   antibody   fragment  

libraries  associated  to  an  in  vivo  selection  strategy.  Nevertheless,  antibodies  exhibit  apparent  advantages  

over  other  binders,  especially  through  their  high  specificities  and  affinities  for  their  antigens,  and  their  

long  half-­‐life  in  vivo.    

Taking  advantages  of  antibody  properties,  we  report  here  the  use  of  a  semi-­‐synthetic  human  scFv  library  

(28)   to   interrogate   the   molecular   repertory   expressed   within   atherosclerotic   lesions   under   in   vivo  

conditions.  To  optimize  this  selection,  we  decided  to  perform  three  successive  injections  for  5  min  so  as  

to  improve  the  opportunity  of  phages-­‐scFv  of  interest  to  reach  and  target  the  affected  sections,  avoiding  

their  unspecific  depletion  by  the  rest  of  the  vasculature  (Figure  1).  Moreover,  previous  works  raised  the  

hypothesis  that  a  negative  selection  should  taken  place  in  the  arterial  tree,  trapping  common  ligands  to  

all   vascular   endothelium   and   letting   the   unbound   ligands   to   reach   the   tissue-­‐specific   targets.  

Furthermore,   circulating   time   of   three   times   5   min   fitted   both   with   the   serum   half-­‐life   of   phages   of  

around  15  min  (30)  and  the  conditions  for  ligand-­‐induced  receptor  internalization  (50).  Besides,  after  15  

min,   the   phages   are   beginning   to   accumulate   in   the   organs   of   reticuloendothelial   system   so   as   to   be  

degraded  (30).    

An   important   limitation   to   the   in   vivo   phage   biopanning   approach   would   be   that   only   the   targets  

covering  the  vasculature  surface  could  be  accessible,  since  the  extravasation  of  phages  toward  subjacent  

tissues  has  been  suggested  as  being  strongly   limited  (51).  Nevertheless,  Molenaar  et  al.  showed  that  a  

small  proportion  of  phages  could  be  uptaken  by  subendothelial  parenchymal  cells  (50).  In  our  study,  we  

eluted  only  twice  less  phages  on  the  vascular  surface  area  than  within  the  subendothelial  intimal  tissue  

and   that   from   the   first   round   of   selection   (data   not   shown).  One   of  most   important   hallmarks   of   the  

progression   of   atherosclerotic   plaques   is   the   proliferation   of   a   dense   microvascular   network   of   vasa  
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vasorum  that  extends  deeply   from   the  adventitia  and  outer  media   towards   the   intima  (52,  53).   In   the  

advanced   lesions,   these  neoformed  vessels  are  poorly   invested  by  smooth  muscle  cells,  discontinuous,  

leaky  and  fragile,  which  suggest  that  the  short  circulation  times  used  in  our  study  were  lengthy  enough  

for  letting  phages  from  the  circulation  reach  the  deep  layers  of  intima.  Consequently,  our  experimental  

conditions  allowed  selecting   the  scFvs  stripped  both  from  the  endothelial  cell  surface  (F1  fraction)  and  

the  subendothelial  cellular  and  extracellular  matrix  (F2  fraction)  and  at  last   the  scFv  endocytosed  in  the  

cells  invading  the  intima  (F3  fraction)  (Figure  2,  Table  1).  The  identification  of  the  same  scFv  sequences  in  

several   fractions   suggests   the   presence   of   targets   expressed   both   by   endothelial   cells   and   others   cell  

types.   Obviously,   future   directions  would   need   to   specifically   identify   the   components   recognized   by  

these  scFvs,  whose  patterns  of  (over)expression  show  a  spatial-­‐  and  temporal-­‐dependence  (Figure  6  and  

8).    

Unlike  in  vivo  selections  performed  with  random  peptide  libraries,  which  often  allow  identifying  positive  

peptides  from  significant  similarities  with  known  receptor  ligands,  the  selection  of  potential  scFv  binders  

is   markedly   more   complex   and   requires   the   development   of   robust   and   reproducible   screening  

approaches.  To  get  round  these  difficulties,  we  incremented  a  high  sensitive  fluorescent  screening  assay  

allowing   identifying   scFvs   able   to   recognize   partners   present   within   an   atheromatous   protein   lysate.  

FRET  signal  requires  the  close  vicinity  of  two  fluorophores,  each  recognizing  one  binding  partner,  which  

greatly  limit  the  emission  of  non-­‐specific  signals  (32).  HTRF  technology  combines  the  homogenous  assay  

format  of  FRET  with  the  low  background  benefit  of  TRF  (Time-­‐Resolved  Fluorescence)  using  lanthanides  

with   extremely   long   half-­‐lives.   Taking   advantages   of   detecting   purified   scFvs   in   a   competitive   HTRF  

sandwich  assay   for   the   c-­‐myc   tag  accessibility   (Figure  3),   and  using  a  wide  panel  of   solubilization  and  

labelling   conditions   of   protein   extracts,   we   showed   that   after   washing   out   of   unrecognized  

atheromatous  proteins,  a  specific  HTRF  signal  could  be  detected  for  four  scFvs  (Figure  4).  Furthermore,  

the   specificity   of   these   signals   could   be   demonstrated   through   the   inhibition   of   about   70%   of  
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fluorescence   emission   for   three   scFvs   in   the   presence   of   six   times   amount   excess   of   unlabelled  

atheromatous  proteins  over  labelled  proteins  after  16  h  of  incubation  (Figure  5A).  The  same  experiment  

carried  out  with  an  excess  of  unlabelled  aortic  proteins  from  control  rabbits  fed  a  normal  diet  showed  a  

lower  signal   inhibition,  around  50%  (Figure  5B).  The  largest  difference  of  signal   inhibition  between  the  

clone,  a  difference  around  35%.  These  last  results  suggested  that  probably  the  four  months  old  control  

rabbit   was      in   an   early   stage   of   lesions   formation,   an   intimal   thickness   that   is   known   to   arise  

spontaneously  in  rabbit  (54).  This  hypothesis  was  confirmed  by  immunohistochemical  analysis  from  the  

untreated   control   rabbit   aorta   sections   that  displayed  a   foam-­‐cell   rich   intimal   thickness   in  some  areas  

(Figure  8).    

In   the   binding   assays,   HTRF   signal   intensities   were   not   directly   proportional   to   the   abundance   of   the  

target  in  the  plaques,  but  depended  also  on  experimental  conditions  of  the  extraction,  solubilization  and  

labelling  of  tissue  components  and  on  scFvs  purification  and  concentration.    

Indeed,   for  example   the  F5.1  scFv  weakly  detected   in   the   competitive  HTRF  sandwich  assay   (Figure  3)  

was  probably  not  concentrated  or  pure  enough  to  detect   it   in  the  direct  HTRF  binding  assay,  regarding  

the   low   abundance   of   individual   targets   in   the   mixture   of   atheromatous   proteins.   However,   this  

approach  may  easily  be  adapted  to  high  throughput  screening  (HTS)  methods  of  binders  against  known  

and  purified  targets.  We  are  thinking  that  in  these  conditions,  the  limiting  ligand  purification  steps  could  

not  be  required.  Since  the  main  vector  of  phage  display  approach  is  a  recombinant  virus  particle,  it  will  

be   very   interesting   for  HTS   assays   to   determine   if   scFv-­‐ligand   displayed   on   the   particle   surface   could  

generate  a  HTRF  binding  signal  in  the  same  conditions.  Currently,  our  laboratory  aims  to  explore  such  an  

approach.    
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To   further   validate   the   in   vitro   HTRF   binding   signals   obtained   from   scFvs,   we   achieved   ex   vivo  

immunohistochemistry   analysis  on   rabbit   and  human  atherosclerotic   tissue   sections.   Interestingly,   the  

four   positive   HTRF   scFvs   were   able   to   stain   diseased   sections,   whereas   negative   HTRF   K3.24   scFv  

revealed  no  detectable  binding.   In  advanced  and  complicated  plaques  observed   in  diseased  rabbit  and  

human,   staining   with   H2.1   and   K3.1   scFvs   was   predominantly   associated   with   areas   both   rich   in  

macrophage-­‐  and  smooth  muscle  cell-­‐derived  foam  cells  and  rich  in  necrotic  cores  (Figure  6,  7  and  9).  In  

early  atheroma  in  control  rabbit,  H2.1  scFv  staining  was  closely  associated  with  neointimal  macrophage  

foam  cells  (Figure  8).  I8.1  scFv  stained  essentially  endothelium  cell  surface  and  superficial  subendothelial  

layers  of  early  and  advanced  lesions  in  rabbit  and  human,  whereas  the  C3.3  scFv  staining  appeared  much  

more  localized  around  lipid  and  necrotic  cores  (Figure  6,  8  and  9).  The  lack  of  staining  obtained  with  H2.1  

and  I8.1  scFvs  in  the  non-­‐lesional  areas  of  control  rabbit  strongly  suggested  that  binding  partners  were  

certainly  absent  or  weakly  expressed  in  this  pro-­‐atherogenetic  intima  and  underlined  that  selected  scFvs  

targeted  specific  markers  of  atherogenic  state  (Figure  8).    

These   observations   highlighted   that   the   scFvs  were   able   to   target   independent  markers   expressed   in  

specific   regions  of   intimal   lesions,  binding   that  was  highly  dependent  on   the   stage  of   advancement  of  

plaque  formation.  Moreover,  the  same  pattern  of  staining  was  observed  in  diseased  rabbit  and  human  

with  every  scFv,  suggesting  that  the  targeted  molecules  were  common  to  two  species    (Figure  6,  7  and  

9).    

Altogether   these   results   showed   that   in   vivo   biopanning   strategy  makes   possible   the   interrogation   of  

markers  (over)expressed  both  on  the  atherosclerotic  endothelium  cell  surface  but  also  into  the  subjacent  

lesional   tissue   layers,   clearing   up   the   doubt   that   an   insufficient   proportion   of   phages   was   able   to  

extravasate   through   vascular   wall.   The   access   to   the   cell   surface   proteins,   secreted   mediators   and  

extracellular  matrix  proteins  of   the   lesional  subendothelial   space  opens  the  door   to   the  discovery  of  a  
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new  molecular   repertoire   and   the   identification  of  novel   targeting  moieties.   ScFvs   reported  here,   and  

especially   those   capable   of   homing   to   subendothelial   tissue   offer   real   new   opportunities   for   the  

molecular   targeting   strategies.   They   may   have   interesting   applications   both   as   imaging   agents   in  

individuals  at  risks  and  in  the  monitoring  of  the  disease  progression,  but  also  as  therapeutic  vectors  for  

the  local  drugs  or  gene  delivery  (55,  56).    
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Table   1.   Selected   clones   after   the   third   round   of   panning   and  
number  of  identical  sequences  found  into  each  extracted  fraction  

*The   sequence   frequency   represented   the   number   of   identical  
sequences  identified  from  the  pool  of  sequenced  clones  from  the  
round  3.    
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Figure  1  
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Figure  2  
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Figure  3  
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Figure  4  
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Figure  5  
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(B)  
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Figure  6  
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Figure  7  

  

  

Figure  8  
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Figure  9  
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LEGENDS  

  

Figure  1.  Phage  enrichment  after  3  rounds  of  in  vivo  biopanning.  The  number  of  phages  recovered  (cfu,  

colony  forming  units)  from  round  n  +  1  was  determined  relative  to  the  number  of  cfu  obtained  from  the  

round  1  per  mg  of  tissue.  F1,  F2  and  F3   fractions  correspond  to  phages  rescued  from  vascular  surface,  

subjacent  tissue  and  internalized.  

  

Figure  2.  In  vivo  selection  protocol  scheme.  ScFv  phage  library  was  intravenously  injected  into  the  ApoE-­‐

/-­‐   mouse   model   and   let   circulate   for   15   min.   The   aorta   was   then   removed,   and   washed   out   of   the  

unbound   phages.   Sequential   recovery   of   bound   phages   was   performed   from   vascular   surface   (F1),  

subjacent   tissue   (F2)  and   internalized   (F3).  A  sample   from  each   fraction  served  to  generate  a  common  

selected  library  for  the  next  round  of  biopanning.  This  process  was  repeated  three  times,  whereas  from  

the  second  round,  the  selected  scFv  sequences  were  determined  for  a  future  screening.    

  

Figure  3.  ScFv  purification  and  inhibition  of  HTRF  biotin-­‐c-­‐myc  peptide  sandwich  signal  with  scFvs.  (A)  

Example  of  SDS-­‐PAGE  obtained  before  (lane  1)  and  after  (lane  2)  IMAC  purification  of  induced  H2.1  scFv  

soluble  production.  Arrow  indicates  the  localization  of  scFv  band  that  was  estimated  by  Bradford  protein  

assay  kit  at  30   g/ml.  Gels  were  stained  with  Coomassie  blue.  Lane  M:  molecular  size  marker  in  kDa.  (B)  

HTRF   sandwich   assay   principle   is   depicted   on   the   top.   The   donor   fluorophore   Eu-­‐cryptate   (EuK)  

conjugated   to   anti-­‐c-­‐myc  mAb  was   able   to   recognize   c-­‐myc   tag   of   biotinylated   peptide.   The   acceptor  

fluorophore  XL665  conjugated  to  streptavidin  bound  biotinylated  amino-­‐acids  of   c-­‐myc  peptide.   In   the  

absence  of  competitors,  a  FRET  sandwich  signal  generated  by  the  biotin-­‐c-­‐myc  peptide  is  recorded.  The  
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competition  with  scFvs  for  the  c-­‐myc  tag  abolished  the  FRET  signal.  The  %  DeltaF  values  represented  the  

intensity  of  FRET  signal.  It  was  determined  by  the  ratio  of  signals  measured  at  665  nm  and  620  nm.  The  

signals  were  measured  in  the  presence  of  0.4  nM  of  mAb-­‐EuK,  1.25  nM  of  streptavidin-­‐XL665  and  5  nM  

of   biotin   c-­‐myc   peptide.   5   l   of   competitor   was   added   in   each   well,   which   corresponded   to   a   final  

concentration   encompassed   between   50   and   170   nM   according   to   the   scFv   clone   production   and  

purification.  The  %  DeltaF  values  were  normalized  with  regard  to  the  maximum  signal  in  the  absence  of  

competitor  (100%)  and  the  time  course  of  competition  was  measured  after  6h  (   ),  16h  (   )  and  24h  (

   )   of   incubation   at   4°C.   Histobar   values   represented   the   average   of   at   least   three   independent  

experiments  ±  SD  performed  from  the  same  purified  scFv  production.    

  

Figure   4.   Direct   HTRF   binding   assays   between   scFvs   and   atheromatous   tissue   extracts.  Direct   HTRF  

principle  is  schematized  on  the  top.  The  donor  fluorophore  Eu-­‐cryptate  (Eu-­‐K)  conjugated  to  anti-­‐c-­‐myc  

mAb  was  able  to  recognize  c-­‐myc  tag  expressed  by  scFvs.  The  acceptor  fluorophore  XL665  conjugated  to  

streptavidin  bound  biotinylated  proteins  extract.  If  there  was  binding  between  scFvs  and  proteins,  a  FRET  

signal   is   recorded   (%   DeltaF).   The   excitation   of   the   donor   at   320   nm   resulted   in   the   fluorescence  

resonance   transfer   to   the   acceptor   at   620   nm,   leading   to   the   emission   of   the   acceptor   at   665   nm.   %  

DeltaF  values  were  determined  by  the  ratio  of  signals  measured  at  665  nm  and  620  nm.  The  time  course  

of  the  detection  of  the  complexes  formation  was  performed  after  6h  (   ),  16h  (   ),  24h  (   )  and  40h  (

  )  of   incubation  at  4°C.  10   l  of  scFv  were  coated  on  the  plate  at  concentration  enclosed  between  3  

and  10   g  /  ml  according  to  the  clone.  The  signals  were  measured  in  the  presence  of  4  nM  of  mAb-­‐EuK,  4  

nM  of  streptavidin-­‐XL665,  and  30   g  /  ml  of  biotinylated  atheromatous  protein  extract.  Histobar  values  

represented   the   average   of   at   least   three   independent   experiments   ±   SD   performed   from   the   same  

purified  scFv  production.  
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Figure  5.   Inhibition  of  direct  HTRF  binding  assays  with  unlabelled   tissue  extracts.   Inhibition  of  direct  

HTRF  principle  is  depicted  on  the  top  of  Figure  5A.  The  donor  fluorophore  Eu-­‐cryptate  (Eu-­‐K)  conjugated  

to  anti-­‐c-­‐myc  mAb  was  able  to  recognize  c-­‐myc  tag  expressed  by  scFvs.  The  acceptor  fluorophore  XL665  

conjugated  to  streptavidin  bound  biotinylated  atherogenic  proteins  extract.  The  FRET  signal  recorded  (%  

DeltaF)  was  then  measured  in  the  presence  of  2.5  x  (   ),  5  x  (   ),  6  x  (   )  quantity  excess  of  unlabelled  

proteins   extract   from   animal   submitted   to   an   atherogenic   diet   (A)   and   6   x   (    )   quantity   excess   of  

unlabelled  proteins  extract  from  untreated  animal  (B).  The  %  DeltaF  values  were  normalized  with  regard  

to  the  signal  obtained  in  the  absence  of  competitor  (100%)  (   ).  10   l  of  scFv  were  coated  on  the  plate  

at  concentration  enclosed  between  3  and  10   g/ml  according  to  the  clone.  The  signals  were  measured  in  

the  presence  of  4  nM  of  mAb-­‐EuK,  4  nM  of  streptavidin-­‐XL665,  30   g  /  ml  of  biotinylated  atheromatous  

proteins  extract  and  monitored  after  16h  of  incubation  at  4°C.  Histobar  values  represented  the  average  

of  at  least  three  independent  experiments  ±  SD  performed  from  the  same  purified  scFv  production.  

  

Figure   6.   Immunodetection   of   scFvs   homing   to   advanced   atherosclerotic   lesions   from   balloon-­‐

catheterized   cholesterol-­‐fed  NZW  rabbit   sections.   Selected   scFvs  and   irrelevant   control   scFv   (random  

CDRH3  and  CDRL3)  were  incubated  on  rabbit  tissue  sections  at  final  concentration  at  2  µg  /  ml,  5  µg  /  ml,  

12.5   µg   /   ml,   16.5   µg   /   ml   for   C3.3,   H2.1,   I8.1   and   K3.24   scFvs   respectively.   After   adding   secondary  

antibodies  as  described  in  Materials  and  Methods,  sections  were  revealed  with  the  ABC  kit  reagent.  The  

presence  of  the  antigen  recognized  by  scFvs  was  indicated  by  a  yellow-­‐brown  staining.   Incubation  with  

H2.1  scFv  (A);  K3.1  scFv  (B);  I8.1  scFv  (C);  C3.3  scFv  (D);  K3.24  scFv  (E)  revealed  the  specific  localization  of  

each  binding.  (A2),  (B2)  and  (C2)  showed  higher  magnifications  of  areas  targeted  by  H2.1,  K3.1,  I8.1  scFvs  

respectively.   Foam  cells-­‐rich  advanced  atherosclerotic   lesions  were   stained  with   RAM11  mAb   (positive  

control)  (F),  whereas  incubation  with  the  control  scFv  (12.5  µg  /  ml)  produced  no  staining  (G).  H2.1  and  
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K3.1  scFvs  targeted  predominantly  cells  located  within  the  sub-­‐endothelial  layer  and  in  the  necrotic  core  

region,   remenbering   the   staining   obtained   from   the   RAM11   antibody.   We   noted   the   presence   of  

increased   cholesterol   monohydrate   area   in   the   necrotic   core   region.   I8.1   scFv   revealed   a   superficial  

localization   and   a   deeper   region   relatively   devoid   of   staining.   C3.3   scFv   predominantly   stained   the  

necrotic  core  region.  No  staining  was  detected  with  K3.24  scFv.  L  =  artery  lumen;  I  =  intima;  M  =  media;  

NC  =  necrotic  core;  FC  =  foam  cell;  EC  =  endothelial  cell;  CH=  cholesterol.  Scale  bars  represent  100  µm  

and  10µm  in  enlarged  views.  

  

Figure  7.  Inhibition  of  H2.1  scFv  binding  on  rabbit  atherosclerotic  sections.  Staining  of  biotinylated  H2.1  

scFv  (5  µg  /  ml)  was  carried  out  without  (A1,  A2)  or   in  the  presence  of  a  four   times  quantity  excess  of  

unlabelled  H2.1  scFv  (B1,  B2).  Biotinylated  H2.1  scfv  was  revealed  with  streptavadin-­‐HRP  conjugate  and  

DAB   substrate   kit.   In   the   presence   of   unlabelled   H2.1,   a   significant   decrease   of   subendothelial   and  

necrotic  regions  staining  was  observed.  L  =  artery  lumen;  I  =  intima;  FC  =  foam  cell.  Scale  bars  represent  

100  µm.  

  

Figure  8.  Immunodetection  of  H2.1  and  I8.1  scFvs  to  healthy  aorta  and  early  atherosclerotic  lesions  in  

control  rabbit.  H2.1  and  I8.1  scFvs  (5  µg  /  ml  and  12.5  µg  /  ml  respectively)  were  incubated  on  sections  

of  normal  diet-­‐fed  rabbits  exhibiting  both  pathologic   (A1,  A2,  B1)  and  normal   regions  along  the  artery  

(A3,  B3).  H2.1  scFv  staining  was  observed  within  the  macrophage-­‐rich  early  atherosclerotic  lesions  (A1).  

A  greater  magnification  of  the  foam-­‐cell  area  targeted  by  H2-­‐1  gives  details  of  this  staining  (A2).  I8.1  scFv  

staining  was  essentially  localized  on  the  endothelium  surface  of  the  early  atheroma  (B1).  H2.1  and  I8.1  

scFvs  showed  only  weak  and  scattered  staining  on  some  endothelial  cells  along  the  normal  intimal  areas  
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(A3,  B3).  L  =  artery   lumen;  I  =   intima;  M  =  media;  A  =  adventitia;  FC  =  foam  cells;  EC  =  endothelial  cell.  

Scale  bars  represent  100  µm  and  10µm  in  enlarged  views.    

  

Figure   9.   Immunodetection   of   H2.1   and   I8.1   scFvs   to   atherosclerotic   lesions   of   human   carotid   and  

coronary  arteries.  Selected  H2.1  and  I8.1  scFvs  (5  µg  /  ml  and  12.5  µg  /  ml  respectively)  and  irrelevant  

control  scFv  (12.5  µg  /  ml)  were  incubated  on  human  atherosclerotic  sections.  The  localization  of  staining  

with   H2.1   scFv   occurred   mostly   within   foam   cell-­‐rich   regions   in   carotid   early   lesions   (A1)   and   within  

necrotic-­‐   and   lipid-­‐rich   areas   of   advanced   lesions   of   coronary   artery   (A2).  We   noted   the   presence   of  

increased cholesterol monohydrate area  in  the  advanced  lesions.   I8.1  scFv  showed  a  staining  pattern  

targeting   the   endothelial   layer   both   in   advanced   lesions   in   carotid   (B1)   and   coronary   arteries   (B2),  

although  diffuse   labelling  was  also  observed   in  other   regions.  Control   scFv   (random  CDR3)   yielded  no  

staining   (C1  and  C2).   L  =  artery   lumen;   I  =   intima;  M  =  media;  A  =  adventitia;  NC  =  necrotic  core;  EC  =  

endothelial  cell;  CH=  cholesterol.  Scale  bars  represent  100  µm.  
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Des  expérimentations   des  cibles  de  scFv  ont   récemment  été   initiées  sur   le  clone  H2.1.  

Les  résultats  sont  présentés  ci-­‐dessous.    

5.3.  Immunopurification  

5.3.1.  Matériel  et  méthodes  

Cent   µl   de   microbilles   magnétiques   couplées   à   un   anticorps   monoclonal   anti-­‐c-­‐myc   (Miltenyi  

Biotech,  Bergisch  Gladbach,  Germany)  sont  saturées  avec  400  µl  de  PBS  BSA  1%  (10mg/ml)  pendant  1h  à  

4°c.  Deux  cent  cinquante  µl  de  billes  saturées  sont  ensuite  mises  en  contact  avec   500  µg  de  protéines  

athéromateuses  pendant  2h  à  4°c  et  les  250  µl  restant  sont  mis  en  contact  avec  1-­‐10  µg  de  scFv  purifiés  

pendant   2h   à   4°c.   Après   passage   des   échantillons   sur   les   colonnes   magnétiques,   environ   200µl   de  

protéines  (fraction  non  retenue  sur  la  colonne)  sont  mis  en  contact  avec  200µl  de  billes-­‐scFv  et  le  volume  

ajusté   à   1ml   avec   du   tampon   de   lyse   à   faible   stringence   (1%   NP40,   50   mM   Tris-­‐HCL   pH   8,   BSA   1%)  

pendant   16h.   Les   échantillons   sont   ensuite   passés   sur   la   colonne  magnétique   et   les   complexes   billes-­‐

scFv-­‐protéine   cible   sont   rincés   5   fois   avec   200   µl   de   tampon   de   lyse   et   1   fois   avec   du   tampon   2   (kit  

miltenyi).  Les  complexes  s (Tampon  Laemmli,  1%  

SDS)  chauffé  à  95°c.  Les  complexes  sont  ensuite  passés  sur  gel  SDS-­‐

base  de  nitrate   igma,  France).  

5.3.2.  Résultat  

Après  criblage  des  scFv  par  une  technique   in  vitro  (par  HTRF)  et  validation  de  la  liaison  par  une  

deuxième   technique   ex   vivo  

immunoprécipitation  ont  été  réalisées.   rps  anti-­‐c-­‐myc  sont  mises  

sur   des   colonnes  magnétiques   pour   l urifiées.   Ces   dernières  

-­‐c-­‐myc-­‐HRP.   La   membrane   est   finalement   révélée   en  

chemiluminescence.  
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urification  du  clone  H2.1   -­‐PAGE  et  

en  immunoblot  (Figure  5.4).  Cette  bande  a  ensuite  été  découpée  du  gel  et  analysée  en  spectrométrie  de  

immunoprécipitées   (Tableau  5.1).   La  spectrométrie  de  masse  

e  peptide  

identifié  est  comparé  aux  banques  de  données  SwissProt  et  TrEMBL  databases  (restreinte  au  lapin).  Plus  

le  nombre  de  peptides  identifiés  est  élevé,  plus  grande  est  la  probabilité  que  la  protéine  identifiée  soit  la  

protéine   cible,   immunoprécipitée   par   notre   scFv.   Le   choix   de   la   protéine   immunoprécipitée   est  

également   dicté   par   le   nombre   de   peptides   différents   (#Distinct   Pept)   identifiant   la   protéine   et   par  

e  

  

Les  protéines  SerpinB3,  S100-­‐A9  et  Glutamine   -­‐glutamyltransferase  E  (GGT)  ont  un  nombre  de  

scans  compris  entre  5  et  9  et  pourraient  être  potentiellement  ciblées  par  H2.1  (Tableau  5.1).  La  SerpinB3  

dont   le  nombre  de  scan  est   le  plus  élevé,  est  un   inhibiteur  de  sérines  protéases  qui  a   récemment  été  

favorise   la   production   de   matrice   extracellulaire   pour   la   production   de   tissu   cicatriciel   [Turato   et   al.  

2010].  La  protéine  S100-­‐A9  est  une  protéine  cytosolique  liant   le  calcium.  Elle  a  un  rôle  dans  les  phases  

s   plaques   carotidiennes   humaines  

calcifiées   et   au   sein   des   néovaisseaux   de   la  plaque   [McCormick   et   al.   2005].   La  GGT   est   une   protéine  

membranaire   impliquée   dans   la   balance   redox   cellulaire.   Elle   est   abondamment   exprimée   lors   de  

surproduction  des  ROS  et   joue  un  rôle  protecteur  vis-­‐à-­‐

mais   reste   à   confirmer   [Paolicchi   et   al.   2006][Pompella   et   al.   2007].   Ces   trois   protéines   devront   faire  
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Figure   5.4  :   Identification   de   la   cible   protéique   du   clone   H2.1.      est   réalisée   en   incubant   des   billes  
magnétiques   anti-­‐c-­‐myc   couplées   au   scFv   H2.1  

retrouvée  en  immunoblot  après  incubation  de  la  membrane  avec  le  
anti-­‐c-­‐myc-­‐HRP.  La  colonne  n°1  correspond  à  une  immunopurific   
  

Peptide homology # MS/MS 

scan 

# distinct 

pep 
% coverage MW (Da) 

Cystatin-SN 3 2 24.82 16351 
Cystatin-A 2 2 30.61 10999 
Desmoplakin 3 3 1.57 331567 
Serpin B3 9 7 23.59 44536 
Prot. Glutamine -glutamyltransferase E 5 5 12.12 76583 
Protein S100-A9 6 3 35.96 13233 
Protein S100-A7 3 2 30.69 11463 
Calmodulin like protein 5 1 1 11.41 15882 
Phosphatidylehtanolamine binding protein 1 1 1 7.49 21043 
Annexin A1 1 1 4.62 38690 
Desmoglein-1 4 3 4.39 113644 
Kallikrein-7 2 2 6.32 27506 
Zymogen granule protein 16 homolog 2 2 14.42 22724 

  

Tableau  5.1  :  Tableau  récapitulatif  des  cibles  potentielles  du  scFv  H2.1.  La  colonne  «  #  MS/MS  scan»  correspond  au  nombre  de  
scans  MS/MS   identifiant   la  protéine.   La  colonne  «  #  distinct  pep»  correspond  au  nombre  de  peptides  différents   identifiant   la  
protéine.  
par   les   peptides   identifiés   sur   le   nombre   tot    La   colonne   «  MW   »   correspond   au   poids  
moléculaire   donné   par   la   banque   de   données.   Plus   le   paramètre   #  MS/MS   est   élevé,   plus   grande   est   la   probabilité   que   la  
protéine  identifiée  soit  la  protéine  cible,  immunopurifiée  par  notre  scFv.  
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IV)  Sélection  in  vivo  chez  le  lapin  :  Etude  en  cours  

et   induire   une   lésion  

inflammatoire   ce  qui   a  pour   conséquence  de   compliquer   la   lésion  athéroscléreuse.   Deux  angioplasties  

sont  réalisées  à  un  mois  (ou  deux)  

la  paroi  artérielle)  et  la  seconde  un  tassement  de  la  paroi  lésée.  Ce  protocole  a  été  principalement  réalisé  

par   Stéphane   Sanchez   (UMR5536)  
dirigée   par   Pierre   DosSantos.   Le   Professeur   Pierre   DosSantos   a   supervisé   la   deuxième   intervention  

chirurgicale.  Mon  rôle  a  été  de  les  assister  tout  du  long  de  la  procédure.    

  

5.4.  Matériel  et  méthodes  

5.4.1.  Intervention  chirurgicale  chez  le  lapin  

5.4.1.1.  1ère  intervention  :  La  désendothélialisation  

-­‐Xylazine  (5  

mg/kg   de   xylazine      (Rompun   2%,   0,25  ml/kg)   et   50  mg/kg   de   ketamine      (Imalgène   1000,   0,5  

ml/kg))    isoflurane.  

Une  prévention  anti-­‐

une  injection  de  1000  UI  

droite   est   abordée   dans   un   premier   temps   pour   permettre  

(Terumo)

la   crosse   aortique.   Sous   contrôle  

angioscopique,   une   sonde   de   Fogarty   4F   (Edwards   Lifesciences)   est   introduite   par   le   désilet  

fémoral  pour  être  positionnée  au  niveau  de  la  crosse.  Après  inflation  du  ballonnet  de  la  sonde  de  

réalisée   sous   scopie  par   traction  de   la   sonde   à   la  bifurcation   iliaque.  Après  occlusion  de  

(Alumisol®,  Sanofi  Santé  Animal).  



189  
  

5.4.1.2.  2ème  intervention  :  A -­‐rénale  

A   J30-­‐60  

-­‐

gau

hydrophile  de  0,014  inch  (Cross-­‐it®,  Guidant)  est  introduit  par  le  cathéter  fémoral  permettant  de  

Quatre   inflations   à   14  

Atmosphères  sont  réalisées  (diamètre  final  5  mm)   le  long  de  la  paroi  lésée  puis  le  ballonnet  est  

retiré

musculaires  et   cutanés  

isualisable  par  échographie  (Figure  5.5).  

  

Figure   5.5:  
interventions   chirurgicales   sont   nécessaires  :   une  désendothélialisation   réalisée   en   tractant   une   sonde   Fogarty   4F   le   long  de  

(A      est   ensuite   suivi   par  
échographie  (B     :  77  jours  après  intervention).  
  

A   A  

  B  
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5.4.2.  Banque  combinatoire  

hyperstable   (le   scFv13R4)   où   des  mutations   des   CDR3-­‐H   et   -­‐

boucles  du  CDR3  a  été  menée  selon  3  critères  :  

 La  longueur  des  CDR3-­‐H  varie  entre  5  et  17  acides  aminés,  ce  qui  représente  85%  des  longueurs  

retrouvées  dans  les  anticorps  humains,  

 La  longueur  des  CDR3-­‐

  

 Des  oligonucléotides  semi-­‐   avec  

le  but  de  respecter  la  distribution  des  acides  aminés  à  chaque  position  des  CDR3  humains.  

Ainsi,  cette  banque  a  été  construite  à  partir  de  13  sous-­‐banques  VH  et  5  sous-­‐banques  VL  

de   18   oligonucléotides   dégénérés,   spécifiques   des   régions   CDR3   des   VH   et   VL   élaborés   à   partir   de   3  

banques   de   données   (Kabat   database,   IMGT/LIGM-­‐DB   database   et   Protein   data   bank).   Comme  

mentionné   précédemment,   la   banque   a   été   conçue   de   façon   à  mimer   le   plus   exactement   possible,   la  

distribution  des  acides  aminés   observés  dans   les  CDR3  humain

immunitaires  éventuelles.  Un  autre  avantage  de  cette  banque  est   l'élimination  de  tous   les  clones  scFv  

comportant  des  codons  STOP  ou  des  décalages  du  cadre  de  lecture.  Pour  cela,  les  gènes  codant  les  scFvs  

ont  été  au  préalable  fusionnés  au  gène  rapporteur  CAT  (Chloremphenical  Acetyl  Transférase)  de  façon  à  

ne  conserver  que  les  scFvs  fonctionnels  (voir  section  4.9.4).  

  

5.4.3.  Sélection  in  vivo  

1013   phages-­‐scFv   dilués   dans   du   PBS   sont   injectés   dans   la   circulation   sanguine   pendant   15  

  avec  un  temps  de  circulation  de  30min

.   ,  perfusée  avec  

2x60ml   de   PBS   est   débarrassée      puis   pesée   et   coupée   en   long.   Après  

plusieurs   cycles  de   lavages      HBSS1x   sans  Ca++/Mg++   froid,   les  phages-­‐scFv   liés   à   la   surface  de  

en   appliquant   950µl   de   glycine-­‐HCl   100mM   pH2.2   pendant   8   minutes   à  

température  ambiante  sous  agitation      de  Tris-­‐HCl  pH9.1  (Fraction  
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F1 -­‐HCl   1M   pH7.4.   Ensuite,   pour   la  

dissociation  des  tiss ++/Mg++/collagénase  de  type  

II   (2000U/ml)   [Gibco,   France]   et  100µl   trypsine-­‐EDTA   [Eurobio,   France]   à  37°c  pendant  30min  puis   est  

-­‐20   (Kinematica,   Lucerne,   Switzerland).   Les   phages  

séquestrés   dans   la  matrice   extracellulaire   sont   ensuite   récupérés   par   plusieurs   jeux   de   centrifugation  

(Fractions   F2).   Enfin,   les   phages-­‐scFv   internalisés   dans   les   cellules   sont   élués   avec   500µl   de   TEA  

(triéthylamine)  100mM  (Fraction  F3)   et  neutralisés  avec  250µl  de  Tris-­‐HCl  pH7.4.   Les  phages  élués  de  

chacune  des  fractions  sont  incubés  avec  20mL  de  bactéries  TG1  (Stratagene,  La  jolla,  CA)  à  DO600nm=  0.5-­‐

1.   Après   45   uspendues   dans   500µl   de  

2TYGA  (100µg/mL  ampicilline  +  2%  w/v  glucose)  puis  étalées   sur  des  boîtes  de  90mm  de  diamètre  en  

milieu  2TYAG  Agar  (100µg/mL  ampicilline  +  2%  w/v  glucose)  incubées  16h  à  30°c.  Après  numération  de  

chacune  des  fractions,  les  bactéries   -­‐20°c  en  

pour  la  production  de  pool  de  phages  qui  sera  ensuite  injecté  lors  

r  de  sélection.      

  

5.4.4.  Production  de  banques  secondaires  de  phages     

Les  banques  de  phages  secondaires  sont  produites  à  partir  du  pool  de  bactéries  obtenues  lors  du  

précédent   tour  de  sélection.  Chaque  fraction  bactérienne  est  ensemencée  dans  25ml  de  milieu  2TYGA  

600nm=  0.5-­‐1  à  37°c  et  260  rpm.  Une  super-­‐ -­‐auxilliaires  

M13K07  (Invitrogen,  Cergy-­‐Pontoise,  France)  pendant  45  minutes  à  37°c  et  150  rpm.  Le  culot  bactérien  

est  ensuite  repris  dans  100ml  de  2TYAK  Amp  (100   g/ml)  /Kana  (50   g/ml)  et  agité  à  260  rpm  pendant  

16h  à  25°c.  Les  phages  produits  sont  alors  purifiés  du  surnageant  bactérien  en  appliquant  0.2  volumes  de  

20%  (w/v)  PEG  8000,  2.5  M  NaCl.  Les  phages  ainsi  précipités  sont  resuspendus  dans  500µl  de  PBS  froid  et  

  autre  tour  de  sélection.  Après  chaque  tour  de  sélection,  des  clones  

sont  piqués  aléatoirement  pour  analyse  de  leur  séquence  nucléotidique  (Millegen,  Toulouse,  France)  en  

  en  amont  du  

vecteur  phagemide  pCANTAB6.  Le  reste  des  clones  est  conservé  à  -­‐80°c  dans  des  microplaques  96  puits  

on,   comparaison   et  

alignement)  a  été  réalisé   base  de  données  IMGT/V-­‐QUEST  (Lefranc  2009).  
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   5.4.5.  Production  de  scFv  solubles    

Les  clones  TG1  sélectionnés  par  analyse  comparative  de  séquence  sont  mis  en  culture  5  heures  

dans  500µl  de  2TY  Amp   (100   g/ml)   /  Glucose   (2%   (w/v)  dans  des  masterblock  2ml   (Greiner   Bio-­‐one,  

Courtaboeuf,  France)  et  super-­‐ 5.109  cfu  de  phages-­‐auxiliaires  M13K07.  Après  

centrifugation,   le   culot  bactérien  est   repris  dans  1ml  de   2TY  Amp  (100   g/ml)   /Kana   (50   g/ml)  et  un  

aliquot  de  chaque  culture  est  étalé  sur  des  boîtes  2TY  agar  Amp/Kana  incubées  à  25°c  pendant  16h.  Une  

colonie   de   chaque   clone   étalé   est   mise   en   culture   dans   500   l   de   2TY   Amp/Kana   à   25°C   pour   la  

production   de   phages.   Après   2   centrifugations   successives,   1µl   de   la   production   de   phage   est  mis   en  

contact  de  20µl  de  bactéries  HB2151  E.coli   (Amersham  Pharmacia  Biotech,  Uppsala,  Suède)  à  DO600nm=  

0.5-­‐1 es   bactéries  

infectées  sont  alors  étalées  sur  des  boîtes  2TY  Amp  (100   g/ml)  /  Glucose  (2%  (w/v))  et  incubées  16h  à  

30°c.  Les  clones  sont  ensuite  ensemencés  dans  50ml  de  milieu  2TY  Amp  (100   g/ml)  /  Glucose  (2%  (w/v))  

pendant  5h  à  37°c,  centrifugés  et  le  culot  repris  et  incubé  dans  250ml  de  milieu  2TY  Amp  (100   g/ml)  /  

Sucrose  (0.4  M)  /  IPTG  (200  mM)  à  25°c  pendant  16h.  Les  cellules  sont  ensuite  culotées  et  resuspendues  

dans   12,5ml   de   tampon   de   lyse   froid   (1M   Tris-­‐HCl   pH   8,   1mg/ml   Lysozyme   1mg/ml,   1mM   PMSF,  

inhibiteurs  de  protéases  100X  (Thermofisher) °c,   les  cellules  sont   lysées  par  

sonication   (80w,   3x30sec)   puis   centrifugées   10  min   à   20.000g   et   le   culot   traité   une   nouvelle   fois   par  

sonication.  Après  deux  centrifugations,   les  surnageants  sont  rassemblés  et   les  scFvs  séparés  des  débris  

bactériens   par   ch   :   Nickel-­‐immobolized   metal  

affinity  chromatography).  

  

5.4.6.  Purification  des  scFv  solubles  

Les  scFvs  ont  été  purifiés   -­‐chargée  en  résine  de  nickel  (HiTrap  HP,  

1ml),  reliée  à  un  «  AKTA  purifier  

helthcare).  Ces  expérimentations  sont  réalisées  sous   la  direction  de  Xavier  Santarelli  à  

Nationale  Supérieure  de  Technologie  des  Biomolécules  de  Bordeaux.  

Toute   la  procédure  est   réalisée  avec  un  débit  constant  de  1ml/minute  et   la   lecture  de  densité  

optique  à  280nm.  Rapidement,  la  colonne  est  équilibrée  avec  5  volumes  de  colonne  (CV)  de  Tris-­‐HCl  1M  

pH8   (TP-­‐
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cules  

-­‐HCl  1M  pH8  Imidazole  0.5M  (TP-­‐B)  et  une  

-­‐

100%  de  TP-­‐B.  Des  fractions  de  1ml  sont  récoltées,  dialysées  contre  du  PBS  froid  et  contrôlées  en  SDS-­‐

PAGE  et  Immunoblot  pour  la  présence  de  molécules  scFv  purifiées  par  leur  étiquette  6His.  

5.4.7.  Extraction  et  biotinylation  de  protéines  athéromateuses  

   Des  aortes  saines  et  malades  sont  extraites,  perfusées  et  fractionnées  pour  la  solubilisation  des  

protéines  avec  4   solutions  de   lyses  différentes.  M-­‐PER  (Thermo  Fisher   Scientific,  Brebières,   France),   T-­‐

PER  (Thermo  Fisher  Scientific),  tampon  de  lyse  à  faible  stringence  (50mM  HEPES,  pH  7.4;  137  mM  NaCl;  

10%   Glycerol;   1%   NP-­‐40   (v/v);   2   mM   EDTA;   1   mM   PMSF;   cocktail   (Roche  

Diagnostics,  Meylan,  France))  et  à  forte  stringence  (50mM  HEPES,  pH  7.4;  150  mM  NaCl;  1%  (v/v)  NP-­‐40;  

0.5%  (v/v)  Triton;  0.5%  Na-­‐Deoxycholate;  1mM  EDTA;  1  mM  PMSF;   cocktail   ).  

-­‐20  (Kinematica,  Lucerne,  

Switzerland)   puis   lysés   par   sonication   (3x10   sec   à   80w).   La   fraction   soluble   des   protéines   est   récoltée  

après  2  centrifugations  de  45  minutes  à  13.000  g  et  à  4°c.  La  quantité  totale  de  protéines  est  mesurée  à  

-­‐PER,  T-­‐PER  

et  du  tampon  de  lyse  à  forte  stringence  sont  dialysés  contre  le  tampon  à  faible  stringence  à  4°c  pendant  

16h.   200µg   de   protéines   sont   ensuite   biotinylées   en   utilisant   3   ratios   de   molarité   différents   de  

protéine/biotin-­‐XX  SSE  (Invitrogen,  Eragny  sur  Oise,  France)  :  1:5,  1:10  et  1:20  dans  100  mM  NaHCO3,  pH  

8.3   pendant   30   min   et   à   4°C

pendant   10min   à   4°c   puis   les   échantillons   sont   dialysés   contre   du   tampon   à   faible   stringence   à   4°c  

pendant  16h.  

  

5.4.8.  HTRF  

   Le  test  de  liaison  entre  les  scFv  et  les  protéines  athéromateuses  a  été  rendu  possible  grâce  à  la  

technique   HTRF®   (homogeneous   time   resolved   fluorescence)   (Cisbio   Interrnational,   Bagnols-­‐sur-­‐Cèze,  

France).   Les  100  µl  de  volume   réactionnel   contiennent  :   50µl  de   tampon  de   réaction   (HEPES  100  mM,  

200  mM  KF) -­‐c-­‐myc-­‐(Eu)K  (Cisbio  International),  5   l  de  scFv  (concentration  estimée  
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entre   50-­‐100   nM),   3.2nM   de   streptavidine-­‐XL665   (Cisbio   International),  

protéines   athéromateuses   biotinylées   de   façon   à   obtenir   13   nM.   Les   scFv   purifiés   ont   également   été  

-­‐c-­‐myc-­‐biotinylé.  

Les  100  µl  de  volume  réactionnel  contiennent  :  50µl  de  tampon  de  réaction  (HEPES  100  mM,  pH  7;  200  

mM  KF,  0.1%  BSA),  0.4nM   nti-­‐c-­‐myc-­‐(Eu)K  (Cisbio  International),  5µl  de  scFv  (50-­‐100  nM),  1.25nM  de  

streptavidin-­‐XL665   (Cisbio   International),   et   5   nM   de   peptide-­‐c-­‐myc-­‐biotinylé.   Les   réactions   ont   été  

réalisées   dans   des   plaques   blanches   96-­‐halfwell   (Greiner)   et   la   fluorescence   est   mesurée   grâce   à   un  

appareil  à  lecture  de  fluorescence  homologué  HTRF®,  Infinite®  F500  (Tecan,  Lyon,  France).  La  lecture  est  

réalisée  à  1h,  16h,  24h     à  4°c.  

calc

fluorescence   mesurée   à   620nm   (émission   sans   transfert   de   fluorescence)      multiplié   par   un   facteur  

arbitraire  de  10.000  permettant  une  manipulation  plus  aisée  des  données   (voir   le  site  HTRF  de     Cisbio  

Bioassays:  

http://www.htrf.com/technology/htrfmeasurement/radio_data_reduction/  

Les  ratios  sont  ensuite  normalisés  en  soustrayant  les  valeurs  obtenues  des  puits  contrôles  (sans  

scFv  ou  sans  protéine),  suivi  du  

par  la  valeur  des  puits  contrôles,  x  100.  Dans  le  test  de  compétition,  le  %DeltaF  des  puits  contrôles  sans  

  

  

5.4.9.  Immunohistochimie  

Des  sections  aortiques  saines  et  athéromateuses   incluses  en  paraffine  sont  préparées  de  façon  

PBS  BSA  4%  (Eurobio,  France -­‐spécifiques.  Elles  sont  ensuite  incubées  sur  la  

nuit  avec  100µL  de  scFv  (5-­‐10  µg/ml)    dilués  dans  du  PBS  2%  BSA.  La  détection  des  scFv  liés  est  réalisée  

anticorps   anti-­‐c-­‐myc-­‐HRP   (Miltenyi   biotec)   (dilution   1/250)  

-­‐6His   (dilution   1/250).  

anticorps  anti-­‐souris  IgG-­‐HRP  (Jackson  immunoResearch)  (dilution  1/500).  La  section  de  tissu  contrôle  est  
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incubée  avec  les  anticorps  anti-­‐c-­‐myc-­‐HRP  +  anti-­‐His,  et  anti-­‐IgG-­‐HRP.  La  coloration  est  développée  avec  

un   kit   «  DAB   substrate   kit   for   peroxydase  »   (Vector)   qui   produit   un   précipité  marron   jaune.   Après   un  

ène  et  la  

lame  est  montée  et  conservée  à  température  ambiante.    

  

5.5.  Résultats  

5.5.1.  Sélection  par  Phage-­‐Display  in  vivo  

phages-­‐scFv   humains  

Rekhter  et   al.,   1998].  De  même,  pour  

permettre   une  meilleure   répartition   des   phages-­‐

pompe   à   injection   en   flux   constant   et   un   temps   de   circulation   réduit   à   30   min.   Nous   espérons   ainsi  

réduire  la  clairance  des  phages-­‐scFv  par  le  

in  vivo  implique  de  fait  une  contre  sélection  négative  sur  

les  zones  non  affectées  par  la  pathologie  [(Zou,  Dickerson  et  al.  2004)].      

Nous   avons   ensuite   réalisé   une   élution   séquentielle   des   phages   liés   à   la   surface   endothéliale  

(Fraction  1  :  F1),  aux  tissus  sous-­‐jacents  (Fraction  2  :  F2)  ou  internalisés  dans  les  cellules  (Fraction  3  :  F3).  

Après   deux   ou   trois   tours   de   sélection,   le   nombre   de   phages   récupérés   (cfu)   des   tissus   malades   est  

significativement  plus  élevé  que  celui  constaté  au  premier  tour  (Figure  5.6 80  fois  au  

deuxième  tour  à  plus  de  10.000  fois  au  troisième  tour.  

Après  deux  à   trois   tours  de  sélection,  300  phages  pris  au  hasard  ont  été  séquencés,   les  séquences  

alignées  puis   comparées.  Cette   stratégie   vise  à   sélectionner  des  phages   sur   la  base  des   séquences  en  

acides   aminés   de   leur   scFv.   Afin   de  mener   à   bien   ce   criblage,   les   clones   ont   été   sélectionnés   selon   2  

critères  :  

   CDR3-­‐L,  CDR3-­‐H  ou  les  2  combinés.  Ainsi  sur  les  300  clones  

de   départ,   2   clones   se   sont   révélées   homologues   par   leur   CDR3-­‐L,   2   clones   se   sont   révélées  

homologues  par  leur  CDR3-­‐H  et  3  par  les  2  domaines  variables  CDR3-­‐H  et  L  (Tableau  5.2).    
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 .  En  effet,  il  

ste   une   variabilité   de   longueur   à   la   fois   pour   les   CDR3-­‐L   ou   CDR3-­‐H  et   une  

variabilité   en   fréquences   de   distribution   spécifiques   des   acides   aminés   à   chaque   position  

[Philibert  et  al.,  2007].  Nous  avons  donc  décidé  de  comparer   la  distribution  en  acides  aminés  à  

chaque   position   et   pour   chaque   longueur   des   CDR3   des   clones   séquencés   avant   et   après  

sélection.  Nous  illustrons  sur  la  figure  5.7  la  comparaison  des  séquences  de  CDR3-­‐H  à  10  résidus  

miné  à  une  position  donnée  

  sélection  

positive».  De   là,  un   consensus  de  variabilité   a  été  déterminé   (Figure  5.8).   Les   résidus  dont   la  

fréquence  est  3   fois  plus  élevée   sont   surlignés  en   rouge,   ceux  dont   la   fréquence  est  égale  à  3    

sont  

surreprésentés   dans   les   séquences   pour   les   sélectionner   (Figure   5.9).   Selon   ce   critère   de  

sélection,  18  clones  ont  été  sélectionnés  à  partir  des  différentes  longueurs  des  CDR,  7  avec  des  

consensus  de  variabilité  sur  le  domaine  CDR3-­‐L  et  11  sur  le  domaine  CDR3-­‐H  (Tableau  5.2).  

  

Figure  5.6  :  Sélection   in  vivo  de  phages-­‐scFv.  Après    15  minutes  de  circulation,   les   lapins  ayant  reçu  la  banque  de  phages-­‐scFv  
sont   sacrifiés   et   leur   aortes   disséquées.   Les   phages   de   surfaces   (F1)   intercellulaires   (F2)   et   intracellulaires   (F3)   sont  
séquentiellement  élués.   récoltés  à  chaque   tour  par   rapport  au  
tour  initial  et    par  mg  de  tissu.  
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Figure  5.7:   -­‐H  à   10   résidus   avant   et   après   sélection.  
Pour  chacune  des  10  positions  sont  représentées  2  colonnes  :  Pré-­‐S  (avant  sélection)  et  Post-­‐S  (après  sélection).  
(Isoleucine)   en   3ème   position   (violet   clair  ;   flèche   noire
aminé  R  (arginine)  en  4ème  position  (vert  foncé  ;  flèche     

  

  

  

  

Figure   5.8:   Exemple  de   consensus   obtenu  pour   un  CDR3-­‐H   à   10   résidus.   Les   séquences  CDR3-­‐H   à   10   résidus   avant   et   après  
cide  aminé  est  numérotée.  Les  acides  aminés  en  

rouge  ou  orange  sont  significativement  différents  (>  ou  =  à  3)  de  ceux  de  la  banque  initiale.  Les  acides  aminés  X  sont  des  acides  
aminés  dont  la  distribution  varie.  

  

  

  

Figure  5.9:  Exemple  du  clone  F8.31  et  A2.32.  Comparaison  entre  la  séquence  consensus  et  la  séquence  de  ces  2  clones.  Pour  des  
raisons  de  confidentialité,  les  résidus  autres  que  ceux  conservés  ne  sont  pas  mentionnés.    
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critère   Clones   Homologies  

     H8.32  et  I8.31   Homologie  sur  H3  et  L3  

     J3.32  et  J3.32   Homologie  sur  H3  et  L3  

Séquences   F8.32  et  E8.31   Homologie  sur  H3  et  L3  

identiques   F7.31  et  B8.31   Homologie  sur  H3    

     A2.32  et  B4.31   Homologie  sur  H3  

     C4.31  et  A6.31    Homologie  sur  L3  

     B2.31  et  C4.32   Homologie  sur  L3  

     A8.31     Homologie  sur  L3  

     E8.31     Homologie  sur  L3  

     I4.31     Homologie  sur  L3  

     J8.31     Homologie  sur  L3  

     J4.31     Homologie  sur  L3  

     D1.31     Homologie  sur  L3  

Distribution     L4.31     Homologie  sur  L3  

d'acides  aminés       E1.31     Homologie  sur  H3  

avant/après   K5.31   Homologie  sur  H3  

sélection   L1.32     Homologie  sur  H3  

     K7.32       Homologie  sur  H3  

     H8.31   Homologie  sur  H3  

     J6.31   Homologie  sur  H3  

     F8.31   Homologie  sur  H3  

     L2.32     Homologie  sur  H3  

     C5.32     Homologie  sur  H3  

     A5.31   Homologie  sur  H3  

     A3.31   Homologie  sur  H3  
  

Tableau  2:  
rapport  aux    300  clones  initialement  séquencés.    
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scriminés  de  par  leur  identité  

de   séquence.   Les   expériences   conduites   en   HTRF   ont   été   concluantes   pour   les   clones   C4.31,   B2.31   et  

H8.32   F8-­‐31  a  montré  une  réactivité  en  

dessous  du  seuil  de  détection  que  nous  avions  fixé.  Il  a  cependant  été  testé  en  immunohistochimie.    

  pression  de  

sélection  »   sur   la   distribution   en   acides   aminés   dans   le   CDR3H.   Les   clones   A5.31   et   E1.31,   bien   que  

immunohistochimie.  Les  données  pour  les  clones  F8.31,  A5.31  et  E1.31  sont  des  données  préliminaires  qui  

doivent   être   confirmées   par   les   tests   HTRF  mis   en   place   récemment   pour   tester   les   clones   issus   de   la  

sélection  in  vivo  sur  la  souris.  
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5.5.2.  Production  de  scFv  sous  format  soluble  et  test  par  HTRF  sandwich  

Les  expérimentations  du  «  direct  HTRF   uses,  nécessitent  deux  

conditions   importantes  :   une   concentration   de   scFv   minimum   requise   pour   générer   un   signal   et   la  

scFv   avec   un   fort   degrès   de   pureté   après   purification   pour   faciliter   la   rencontre   des  

différents  partenaires  présents  dans  le  milieu  réactionnel.  

sélectionnés  (C4.31,  B2.31  et  H8.32 E.coli  non-­‐

suppressive  pour  le  codon  stop  «  amber  

colonne  de  nickel  (Figure  5.10A

  déposés  sur  gel  de  

polyacrylamide  pour  en  apprécier  la  pureté  (Figure  5.10B).    

La  «  concentration  relative  »  

dénommé  «  HTRF  sandwich   ,  par  nos  scFv  purifiés,  d

  peptide-­‐biotine-­‐c-­‐myc  ».   En   absence   de   compétiteur,   le   signal  

peptide   contrôle   et   la   cinétique   de   compétition  mesurée   pendant   24h.   Les   résultats  montrent   que   la  

fraction   la   plus   concentrée   de   chaque   clone   est   capable   de   rentrer   en   compétition   avec   le   peptide  

contrôle   et   inhiber   le   signal   de   50   à   90%   après   une   incubation   de   24h   à   4°c   (Figure   5.11).   Dans   ces  

fractions,   les   concentrations   en   scFv   ont   été   estimées   entre   1   et   50nM   selon   la   production   et   la  

purification  du  clone  considéré  (résultat  non  montré).  Cette  méthode  montre  que  la  forte  sensibilité  de  

avec  les  extraits  de  protéines  athéromateuses.  

5.5.3.   Interaction  entre   les  

HTRF  direct          

Confronté  aux  limitations  des  approches  de  criblage  classiques  (faible  sensibilité,  consommation  

criblage,   basé   sur   la   détection   de   la   liaison  entre   des   scFv   purifiés   et   leurs   partenaires   issus   de   lysats  

protéiques  athéromateux.  Pour  ceci,  les  protéines  tissulaires  ont  été  solubilisées  en  utilisant  4  tampons  

de  solubilisation  constitués  de  détergents   ioniques  et  non  ioniques.  Chaque  extrait  protéique  a  ensuite  
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été   biotinylé   en   utilisant   3   ratios   de  molarités   différentes   de   protéines/biotine.   Ces   fractions   ont   été  

différent  de  ceux  réalisés  avec   les  scFvs  selectionnés  sur   la  souris   (voir  article  en  cours  de  rédaction).  

été   réalisée   en   phase   liquide,   sans   coating   ni   étapes   de   lavages.   Ces   premiers   tests   ont   montré   une  

activation  échelonnée  de  11  à  32%  après  40h,  démontrant  leur  capacité  à  lier  un  partenaire  présent  dans  

Figure   5.12).   Les   signaux   présentés   en   pourcentage   ont   été   normalisés   par  

soustraction  des  valeurs  obtenues  dans  les  puits  contrôles  (sans  scFv  et  san

-­‐

concentrations  élevées.    Comme  il  doit  saturer  les  protéines-­‐biotinylées,  il  est  le  partenaire  qui  limite  la  

concentration   de   protéines   à   utiliser.   Avec   un   excès   de   protéines-­‐biotinylées   (ce   qui   augmente   les  

es  XL-­‐

des   protéines-­‐biotinylées   non   spécifiques.      Avec   un   ratio   molaire   correct   entre   XL-­‐665   (3.2   nM)   et  

protéines   (13   nM),   toutes   les   protéines-­‐biotinylées   sont   saturées   par   XL-­‐665,  mais   la   représentativité  

restreinte  du  pa

ne  sont  donc  pas  optimisés  et  les  scFv  devront  être  testés  à  nouveau  en  utilisant  la  nouvelle  approche  en  

phase   solide   où   les   scFv   sont   adsorbés   à   la   surface   des   puits   (voir   article   en   cours   de   rédaction).  

Néanmoins  H8.32,  C4.31  et  dans  une  moindre  mesure  le  clone  B2.32  ont  montré  leur  capacité  à  lier  un  

s  issus  de  tissus  malades.  Une  seule  expérience  HTRF  

a   été   réalisée   sur   les   clones   F8-­‐31,   A5-­‐31   et   E1-­‐31.   Les   valeurs   sont   en   deçà   de   10%   après   40h   (non  

montré).  
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                        SDS-­‐PAGE                                        Immunoblot  

Figure  5.10:  Profil   de   purification   du   clone   scFv   (soluble)  B2.31   Hitrap   1ml.   Les   protéines   sont  
25  et  

250mM).  Un  premier  pic  est  élué  à  25mM     en  SDS-­‐PAGE  ne  montrent  pas  la  présence  de  
scFv  (non  montré).  Cependant,  à     montre  la  présence  des  scFv  (flèche)  dans  
les  fractions  J8  et  J9  avec  très  peu  de  bruit  de  fond  pour  la  fraction  J9.  NP  :  Non  purifié,  NR  :  Non  retenu  (fraction  non  retenue  
sur  la  colonne).  
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Figure  5.11:  HTRF  sandwich.  Les  fractions   les  plus  concentrées  en  scFv  sont  capables  de  compéter  avec  le  peptide  contrôle  et  
inhiber  le  signal  de  50  à  90%  après  une  incubation  de  24h  à  4°c.  San   

  

Figure  5.12:  
é  normalisés  en  soustrayant  la  valeur  des  puits  contrôles  (sans  

scFv  et  sans  protéines).  
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5.5.4.  Immunohistochimie  et  localisation  ex  vivo  des  scFv  

pour  leur  cap s  malades.  Entre  5  

et  10     

une  incubation  de  3  H  avec  des  anticorps  de  souris  anti-­‐c-­‐myc  et  anti-­‐6His  (Ac-­‐I)  et  une  incubation  avec  

un  anti-­‐Ig  de  souris-­‐HRP  (Ac-­‐II)  (voir  matériel  et  méthodes).  Les  3  clones  sélectionnés  positifs  en  HTRF  

ont  tous  montré  un  marquage  distinct  au  sein  des  tissus  malades  (Figure  5.13A).  De  façon  intéressante,  

les   clones   C4.31   et   H8.32   marquent  

inflammatoires  et  cellules  spumeuses  alors  que  le  clone  B2.31,  marque  également  des  zones  riches  en  

matrice  extracellulaire  et  en  débris  cellulaires  (cores  nécrotiques).  

Les  premières   F8-­‐31,  A5-­‐31  et  E1-­‐31  

montrent   un  marquage   différent   pour   chacun   des   clones.   Ainsi,   le   clone   A5.31   montre   un  marquage  

assez  étendu  avec  des  spots  bien  localisés  à  la  jonction  intima/média  riche  en  cores  nécrotiques.  Le  clone  

F8.31  montre  un  marquage  spécifique  de   alors  que  le  clone  E1.31  

marque  des  zones  riches  en  cristaux  de  cholestérol  (Figure  5.13B).    
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Figure   5.13  :   Immunohistochi A  :   validation   des   clones   testés   au  
préalable   par   direct   HTRF.  B  :   Essai   préliminaire   de  marquage   de   clones   scFv   testés   faiblement   positifs   par   direct   HTRF.   Les  
flèches  indiquent  le  marquage  spécifique  des  phages  scFv.  I  :  Intima,  M  :  média.  L  :  Lumière.  Explication,  voir  texte.  

  

A  

B  

L   L  

L   L  

L  

L  

L  

L  



206  
  

5.6.  Discussion  

Le   phage   display   in   vivo   permet   une   interrogation,   au   sein   même   du   modèle   animal,   des   parois  

  sains  »  et  «  malades  »  

conformation  native  et  qui  plus  est,  surexprimés  au  sein  des  tissus  pathologiques.  La  majorité  des  études  

de  phage  display  in  vivo  à  ce  jour,  montre  la  faisabilité  de  la  sélection  de  peptides  à  la  surface  de  parois  

Hong   et   al.   2007][Trepel   et   al.   2002

s   [Johns,  George  et  al.  2000][Robert  et  al.,  2006].  En  

conséquence,   in   vivo   de   la  

surface  endothéliale.   e  meilleure  

spécificité   pour   son   antigène   [Beck   et   al.  

2009).  Nous  avons  dans  ce  travail,  utilisé  une  banque  semi-­‐synthétique  de  phages-­‐scFv  pour  interroger  

la   paroi   vasculaire   lésée  mais   également   les   tissus   sous-­‐jacents   riches  en   cellules   inflammatoires   et  

spumeuses

flux   constant   durant   un   temps   court.      et  

  [Zou  et  al.,  2004].  

De   même,   la   présence   in   vivo   zones   non  

pathologiques  donne  lieu  en  une  sélection  négative  de  la  banque.  Alors  que  les  principales  études  in  vivo  

  

notre  étude  a  porté  sur  une  élution  aussi  bien  de  surface  (F1)  que  des  tissus  sous-­‐jacents  de  la  matrice  

extracellulaire  (F2)  ou  intracellulaire  (F3).  La  comparaison  des  séquences  des  phages  isolés  après  deux  à  

spécifiques   des   régions   malades.   En   prenant   avantage   de   la   puissance   de   la   technique   HTRF,   nous  

sommes  parvenus  à  générer  des  signaux  suite  à  la  mise  en  contact  de  scFv  hautement  purifiés,  avec  des  

extraits  protéiques  provenant  de  différentes  conditions  de  solubilisation  (Figure  5.12).  De   façon  tout  à  

fait   intéressante,   les   clones   dont   la   vale dans   le  

précédemment,   qui   sont   tants  

paramètres   pour   la   génération   de   signaux   dans   le   test   du   direct   HTRF.   Bien   que   ces   résultats   soient  

encourageants,  le  test  du  direct  HTRF  devra  être  amélioré  en  adsorbant  les  scFv  directement  à  la  surface  
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ines   athéromateuses   non   ciblées.   Un   tel   test   pourra  

également  être  adapté  au  criblage  direct  de  phages-­‐scFv

prochainement.   Les   résultats   in   vitro   obtenus   ont   été   tous   confirmés   par   une   approche   ex   vivo  

marquage.  En  effet,  les  clones  scFv  (B2.31,  C4.31  et  H8.32)  ont  montré  un  marquage  différent  

Figure   5.13A

de  différence  particulière  de  ciblage  pour  les  

clones   issus  des   fractions  F1  ou  F2.  Par  exemple,   le  clone  B2.31,   isolé  depuis   la   fraction  F1,   cible  aussi  

bien  la  surface  endothéliale  que  le  sous  endothélium,  alors  que  le  clone  C4.31,  isolé  à  partir  de  la  fraction  

F2 -­‐contamination  

études.   Un   autre   point   encourageant   est  

lapin  malade   avec   les   clones   F8.31,  A5.31   et  E1.31   (Figure   5.13B).   Ces   clones,   qui   ont   été   également  

  

  

5.7.  Conclusion  et  perspective  

Cette  étude  est  la  première  à  avoir  combiné  une  sélection  de  scFv  par  phage  display  in  vivo  et  un  criblage  

à  moyen  débit  par  HTRF.  Bien  que  la  tech RF  

sa   forme   optimisée,   elle  montre   néanmoins   que   des   scFv   hautement   purifiés   peuvent   engendrer   des  

ester  ces  

-­‐scFv  directement  dans  ce   test  permettrait  de  

cation  et  ainsi  réaliser  un  criblage  à  haut  débit,  voire  même  à  très  haut  

débit   en   automatisant   la   procédure.   Une   autre   perspective   sera   également,   après   validation   de   ces  

jà   amorcées   avec  

chez   le   lapin,   devront   également   être   validés   in   vitro  

athéroscléreuses   humaines   et   ex   vivo   par   immunohistochimie   sur   des   coupes   de   carotide   ou   de  

coronaire.  De  tels  anticorps  pourront  être  prochainement  utilisés  en  imagerie  moléculaire  non  invasive  
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antagonistes  ou  agonistes  des  anticorps  humains  que  nous  avons  sélectionnés  devront  être  évalués.  Une  

alternative   suscite   actuellement   un   grand   intérêt   au   sein   de   la   communauté   scientifique  

théranostic  qui  associe  dans  une  même  entité  agent  ciblant  et  molécule  thérapeutique.  
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V)  Imagerie  par  Résonance  Magnétique  de  la  P-­‐sélectine  exprimée  dans  les  
plaquettes  humaines  activées  
  

5.8.  Introduction  

  

rupture.   L'identification   de   patients   présentant   une   plaque   instable   ou   vulnérable,   c'est   à   dire  

contenu  de  la  plaque  et  non  

la   faible   sensibilité   inhérente   à   la   technique,   les   agents   «   ciblant   »   sont   en   plein   essor.   Les   anticorps  

monoclonaux   constituent   un   transporteur   de   choix   pour   ces   agents   de   contraste   IRM,   ceci   dû   à   leur  

haute   spécificité.   Ils   peuvent   être   couplés   à   des   agents   de   contraste   paramagnétiques   comme   le  

gadolinium  [Flacke  et  al.,  2001][Winter  et  al.,  2003][Botnar  et  al.,  2004][Spuentrup  et  al.,  2005]  ou  super-­‐

paramagnétiques   comme   les   nanoparticules   d'oxydes   de   fer   de   type  MION   [Weissleder   et   al.,   1992],  

USPIO   [Johansson   et   al.,   2001]   ou   VUSPIO   [Jacobin-­‐Valat   et   al.,   2010].   Pour   cela,   nous   avons  mis   en  

place,  une  méthode  efficace  de  couplage  entre  un  AcM  murin  ciblant   la  P-­‐sélectine,  et  des  agents  de  

contraste  superparamagnétiques  créés  par   éq 048  (ICMCB  :  Institut  de  

chimie  de   la  matière   condensée  de  Bordeaux)   avec  qui  nous   collaborons  dans   le   cadre  du  projet  ANR  

IMATHABIO.    

  

5.9.   -­‐P-­‐sélectin  (VH10)  

La  P-­‐ ace  des  cellules  endothéliales  activées  et  

des  plaquettes  activées  après  dégranulation.  Elle  est  impliquée  dans  le  recrutement  des  lymphocytes  et  

des  plaquettes  circulant  au   Wang,  2003][Burger  et  al.,  2003].  Le  ciblage  

de   la   P-­‐sélectine   permet   non   seulement   de   détecter   les   plaquettes   présentes   dans   le   thrombus  mais  
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ciblant   la   P-­‐sélectine   utilisé   dans   cette   étude,   a   été   identifié   par   la   technique   des   hybridomes,   en  

réacteur   en   fibres   creuses,   le   Tecnomouse.   Les   anticorps   ont   ensuite   été   purifiés   par  

-­‐G-­‐ 2-­‐

mercaptoethylamine).  Le    MEA  entraîne  une  réduction  ménagée  des  ponts  disulfures  intra-­‐chaînes  pour  

-­‐anticorps   (H+L),   qui   seront   ultérieurement   utilisés   pour   le   couplage   aux   VUSPIOs  

(Figure  5.14).  

  

  

  

Figure  5.14  :     (2-­‐mercaptoethylamine).  

  

5.10.  Synthèse  des  nanoparticules  superparamagnétiques  

Le   laboratoire     

u ,   les   VUSPIO   (Versatile   ultrasmall   superparamagnetic   iron   oxide)  

[Mornet  et  al.,  2004].  Ce  sont  des  nanoparticules  

entre   1,6   et   7,5   nm   et   auxquelles   sont   liées   de   façon   covalente   des  macromolécules   de   dextran.   Des  

macromolécules  de  polyéthylèneglycol  (mono  ou  di-­‐amine-­‐PEG)  assurent  en  dernier  lieu  à  ces  particules  

un  caractère  versatile  et  furtif.  Par  ailleurs,  cette  PEGylation  autorise  le  greffage  de  fluorochromes  et  de  

biomolé Figure  5.15).  

Le  greffage  de  VH10  a  été  réalisé  en  utilisant  un  linker  hétérobi-­‐fonctionnel,  le  Sulfo-­‐SMCC,  qui  rend  les  

groupements  amines  libres  du  VUSPIO  réactifs  avec  les  groupements  Thiols  (-­‐SH)  présents  sur  les  demi-­‐
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anticorps   préalablement   réduits.   Les   agents   de   contraste   couplés   aux   anticorps   sont   purifiés   sur   des  

colonnes  magnétiques,   umaines  activées  à   la   thrombine  ou   in  vivo  

sur  un  modèle  de  souris  athéromateuse.  

  

Figure  5.15  :   -­‐Fe2O3)  par  silinisation  à  
-­‐aminopropyl-­‐

une  base  de  schiff  réductible  avec  le  dextran  partiellement  oxydé.  Une  deuxième  étape  de  PEGylation  (mono  ou  di-­‐aminoPEG)  
Sulfo-­‐SMCC,   interagir   avec   des   anticorps   ou   des   fluorochromes.  

  

  

5.11.  Test  de  réactivité  sur  plaquettes  activées  et  imagerie  non  invasive  in  vivo    

Des   plaquettes   humaines   quiescentes   ou   activées   à   la   thrombine,   après   incubation   avec   les  

-­‐P-­‐Sélectine,  sont  testées  en  cytométrie  en  

flux,  puis  observées  en  microscopie  confocale  et  IRM   in  vitro  (à  0,2  et  4,7T),  dans  des  tubes  spécifiques  

perm   préparations  plaquettaires  

en   cytométrie   en   flux   et   en   microscopie   confocale   ont   montré   une   reconnaissance   spécifique   des  

-­‐VUSPIO  (voir  article,  figure  2)  (Figure  5.16).  De  même,   les  

in  vitro  à  0.2T,  

en  T1  et  un  hyposignal  en  utilisant  des  séquences  pondérées  en    T2  (voir    article,  figure  3)  (Figure  5.16).    
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Figure  5.16  :  Test  de  réactivité  sur  plaquettes  activées  et  imagerie  non  invasive  in  vivo  

Ensuite,  afin  de  valider  ces  résultats   in  vivo,  le  complexe  VH10-­‐VUSPIO  a  été  injecté  à  des  souris  ApoE-­‐/-­‐.  

Des  images  sont  réalisées  avant  et  24H  après  injection  du  complexe.  Vingt-­‐quatre  heures  après,  il  y  a  peu  

s  dans  le  foie.  La  zone  gastrique  montre  des  hyposignaux  liés  à  la  présence  de  

   certaines  

l  intenses  au  

-­‐VUSPIO   au   niveau   de  

,  accumulation  liée  au  ciblage  (voir  article,  figure  4

TE)     
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MRI of inducible P-selectin expression in
human activated platelets involved in
the early stages of atherosclerosis
Marie-Josée Jacobin-Valata,y, Kamel Deramchiaa,y, Stéphane Mornetb,y,
Christoph E. Hagemeyerc, Stéphane Bonettoa, Rémy Roberta, Marc Birana,
Philippe Massota, Sylvain Mirauxa, Stéphane Sancheza,
Anne-Karine Bouzier-Sorea, Jean-Michel Franconia, Etienne Duguetb

and Gisèle Clofent-Sancheza*
The noninvasive imaging of atherosclerotic plaques at an early stage of atherogenesis remains a major challenge for the
evaluation of the pathologic state of patients at high risk of acute coronary syndromes. Recent studies have emphasized
the importance of platelet–endothelial cell interactions in atherosclerosis-prone arteries at early stages, and the prominent
role of P-selectin in the initial loose contact between platelets and diseased vessel walls. A specific MR contrast agent was
developed here for the targeting, with high affinity, of P-selectin expressed in large amounts on activated platelets and
endothelial cells. For this purpose, PEGylated dextran/iron oxide nanoparticles [PEG, poly(ethylene glycol)], named
versatile ultrasmall superparamagnetic iron oxide (VUSPIO) particles, labeled with rhodamine were coupled to an
anti-human P-selectin antibody (VH10). Flow cytometry and microscopy experiments on human activated platelets were
highly correlated with MRI (performed at 4.7 and 0.2 T), with a 50% signal decrease in T2 and T1 values corresponding to
the strong labeling of activated vs resting platelets. The number of 1000 VH10–VUSPIO nanoparticles attained per
activated platelet appeared to be optimal for the detection of hypo- and hyper-signals in the platelet pellet on T2- and
T1-weightedMRI. Furthermore, in vivo imaging of atherosclerotic plaques in ApoEmice at 4.7 Tshowed a spatial resolution
adapted to the imaging of intimal thickening and a hypo-signal at 4.7 T, as a result of the accumulation of VH10–VUSPIO
nanoparticles in the plaque. Our work provides support for the further assessment of the use of VH10–VUSPIO
nanoparticles as a promising imaging modality able to identify the early stages of atherosclerosis with regard to the
pertinence of both the target and the antibody-conjugated contrast agent used. Copyright! 2010 JohnWiley & Sons, Ltd.

Keywords: molecular imaging; MRI contrast agents; atherosclerosis; nanoparticles; platelets; antibodies; P-selectin

INTRODUCTION

Atherosclerosis is the primary cause of heart diseases in
industrialized nations. It is now accepted that it is not simply an
inevitable consequence of aging but, rather, is a systemic,
chronic and progressive inflammatory disease characterized by
the build-up of lipid-rich plaques within the walls of large
arteries (1–3). These vulnerable plaques with large lipid cores, a
thin fibrous cap and inflammatory cell infiltrate can rupture,
exposing thrombogenic material from the plaque core and
precipitating acute coronary events and peripheral vascular
disease.
MRI is continuously evolving, leading to enhanced spatial

resolution and contrast flexibility, and combining different
sequences and various contrast media (4–7). However, its
sensitivity is low, leading to the need for imaging by targeting
the compositional components of atherosclerotic plaques with
contrast agents (6,7). Several attempts at in vivo MRI, aimed at
visualizing key molecular targets with specific agents, have been
reported. The most common approaches use the labeling of
ligands or biomimetics (8–10), peptides (11–14) or monoclonal
antibodies (Mabs) with gadolinium diethylenetriaminepentaace-
tate paramagnetic contrast agent (15–20). However, gadolinium
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presents potential disadvantages, such as low intrinsic relaxivity,
and its safety has not been established. By contrast, SPIO and
USPIO particles are currently marketed (21,22). The advantages of
SPIO and USPIO are the strong T2 contrast at nanomolar
concentrations and the well-known degradation occurring
through normal physiologic iron-based pathways (23–26).
Untargeted SPIO and USPIO nanoparticles have long been used
clinically to target cells associated with both the reticular
endothelial and monophagocytic systems (27–30). Some studies
have reported the use of USPIO, SPIO or even microparticles of
iron oxide (MPIO) for functionalization strategies (31–39).
However, the most recent studies have focused on athero-
thrombosis imaging, which constitutes a late event in the
atherogenesis process (35–37). Moreover, compounds containing
commercial MPIO cannot be translated directly into clinical use
because of the nonbiodegradable coat of the particle, which is
made up of polymers, such as polyurethane, divinyl benzene and
other polystyrene derivatives (34,35,40).
There is therefore a need for more specific and safe MR contrast

agents to allow the detection of the first stages of vessel wall
alterations in order to ensure the efficient follow-up of patients at
risk of vascular diseases. A very early event in plaque formation is
the interaction of circulating platelets with activated endothelial
cells (41). Activated platelets cause the activation of intact resting
endothelium in vivo, leading to inflammation (42), and play a key
role in thrombotic vascular episodes (43,44). P-Selectin (CD62P) is
a selectin class cell adhesion molecule that is overexpressed on
activated platelets and on the luminal surface of pathologically
activated endothelium. The role of P-selectin as a primary
adhesionmolecule in the initiation of cell activation and adhesion
to platelets and endothelial cells at the onset of atherosclerosis is
now recognized (45). Platelet and endothelial P-selectin are both
critical for activated platelet-induced leukocyte rolling, and play a
role in the promotion of circulating monocyte tethering and
rolling, and lesion development (46–50). Studies have reported
that P-selectin deficiency in ApoE–/– mice has a protective effect
in atherosclerotic lesion development (51).
Therefore, the literature highlights the interest in the targeting

of P-selectin. We designed an original targeting contrast agent,
based on a bimodal magnetofluorescent agent (52–54) cova-
lently coupled to a targeting moiety specific to human P-selectin
[the murine antibody (VH10)], for MRI of the early stages of
atherosclerosis.

EXPERIMENTAL DETAILS
VH10 characterization and VH10–VUSPIO construction

VH10 anti-P-selectin Mab characterization

The anti-P-selectin hybridoma used in this study was generated
in-house in the laboratory of Dr Alan Nurden. Mab VH10 was
produced from spleen cells of a Balb/c mouse immunized with
three injections at weekly intervals of 5! 108 washed human
platelets previously activated by thrombin. Our aim was to obtain
antibodies recognizing activated platelets, but not resting
(nonactivated) platelets. Mab VH10 was found to recognize a
140-kDa glycoprotein on the platelet surface by Western blot
experiments. Immunogold labeling and electron microscopy
confirmed that it recognized granule membranes in resting
platelets and that the antigen was translocated to the platelet
surface on secretion (55). The apparent dissociation constant was

estimated to be 1.5 nM with 8600 sites per activated platelet.
VH10 is able to recognize murine platelets, but at three orders of
magnitude lower than human platelets, in enzyme-linked
immunosorbent assays (data not shown). The grafting process
and MRI studies necessitate huge quantities of antibodies. VH10
was purified from hollow fiber cultures performed in a
Tecnomouse apparatus using affinity chromatography on
protein-G-Sepharose CL-4B IgG purification columns (Pierce,
Perbio Science, Brebieres, France). After dialysis against phos-
phate-buffered saline (PBS) and quantification by bicinchoninic
acid (BCA) assay (Pierce), aliquots of 640mg/mL were stored
at – 208C. Mab VH10 was tested by flow cytometry on human
platelets activated by thrombin or thrombin receptor activating
peptide (TRAP), and by immunofluorescence microscopy
imaging on activated endothelial cells [e.g. tumor necrosis
factor-a (TNFa)þ interleukin-1b (IL1b)- or interferon-g
(IFNg)þ IL1b-treated human umbilical vascular endothelial cells
(HUVECs)].

Flow cytometry

Washed platelets were prepared from acid-citrate-dextrose-
anticoagulated blood according to described procedures (56).
Samples (2! 108 platelets/mL) in reaction buffer were activated
with 0.5 U/mL human thrombin (Fibrindex; Ortho Diagnostics,
Raritan, NJ, USA) or 25mM TRAP (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) and fixed with 1% paraformaldehyde (PFA).
Aliquots of 2! 107 activated and nonactivated platelets were
incubated overnight with VH10 at 10mg/mL. Secondary
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-mouse antibody
(Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, PA,
USA) was added for 45min and then washed off. Flow cytometry
was performed on a FACSCalibur apparatus (BDBiosciences, Le
Pont de Claix, France). Analysis was performed on 104 platelets
per sample in the FL1 channel using the BD CellQuestTM Pro
software program.

Immunofluorescence microscopy imaging

Endothelial cells were a generous gift fromDr Richard Daculsi and
Dr Reine Barenne (INSERM U577, Bordeaux, France). P-Selectin
was expressed after overnight activation of endothelial cells
(HUVECs) with 3 ng/mLTNFa and 10 ng/mL IL1b, 100 ng/mL IFNg
and 10 ng/mL IL1b, or 10 ng/mL IL1b alone. Cells were fixed with
1% PFA, blocked in PBS–2% bovine serum albumin–0.01% glycine
(57) and sequentially incubated with VH10 antibody and with a
secondary FITC-labeled antibody. Microscopic images were shot
using the 40! objective lens in a fluorescent Zeiss Axiovert 25
microscope (Seli, Toulouse, France) equipped with an Olympus
DP70 camera (Seli) and using the AnalySIS software program
provided by Soft Imaging System (Münster, Germany).

Preparation of rhodamine-labeled VUSPIO superparamagnetic
contrast agent and VH10–VUSPIO conjugate

The MR contrast agent was developed from maghemite
nanoparticles covalently bonded to a dextran corona using
silane coupling agents (Fig. 1C, see ‘Results’) (58). Amixture of two
types of poly(ethylene glycol) (PEG) was used [O -(2-aminoethyl)
polyethylene glycol (Mw¼ 3000 g/mol) and poly(ethylene gly-
col)-bis- (3-aminopropyl)-terminated (Mw¼ 1600 g/mol); Sig-
ma-Aldrich] (59). The mean diameter of the maghemite
(g-Fe2O3) cores was 7.50$ 0.27 nm, as determined by trans-
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mission electron microscopy (TEM), and increased to a
hydrodynamic diameter of around 80 nm with a polydispersity
index lower than 0.3, as dextran and PEG modifications occurred,
as determined by photon correlation spectroscopy. VUSPIO
labeling was performed using a fluorescent organic dye
[5(6)-carboxy-X-rhodamine-N-succinimidyl ester]. After reaction,
the fluorescent magnetic dispersion was washed by tangential
ultrafiltration and adjusted to 7.05 g Fe/L [Cm¼ 126mM (Fe3þ) or
63mM (Fe2O3)]. The average mass of the particle (mean diameter
of maghemite, 7.5 nm) was calculated using the formula: mp¼ 4/
3pr3r (r¼ 3.75; r¼ 4.87 g/cm3)¼ 1.075# 10$18 g. Assuming
approximately 20 crystals or particles per VUSPIO and a
concentration of particles Cp given by [Cm(Fe2O3)/mp]/
NA¼ (0.063# 160/1.075# 10$18)/NA¼ 1.56# 10$5

M, this led to
a concentration of VUSPIO at [VUSPIO]¼ [particles]/20¼ 0.78mM.
The number of Fe atoms per particle can be calculated using the
formula [Fe3þ]/[particles]¼ 126# 10$3

M/1.56# 10$5
M, leading

to approximately 8100 Fe atoms per particle.
The relaxivity of rhodamine-labeled VUSPIO (r2¼ 192mmol/

L$1 s$1) was calculated from the slope of a curve correlating the
1/T2 values measured at 4.7 T with the Fe3þconcentration.
VH10 antibody conjugation to fluorescent VUSPIO contrast

agent was achieved using sulfo-succinimidyl-4- [N - maleimido-
methyl]cyclohexane-1-carboxylate (Pierce) as coupling agent by
converting the remaining primary amine groups into maleimide
groups. In parallel, a controlled reduction of VH10 (200mg) was
performed with the mild 2 -mercaptoethylamine HCl reagent
[2-MEA at 35, 50 and 150mM prepared in 2-(N-morpholino)
ethanesulfonic acid buffer (20mM 2-(N -morpholino) ethanesul-
fonic acid, 2mM ethylenediaminetetraacetic acid, pH 6)] to
generate thiol functions. Then, the maleimide groups of VUSPIO
react with the thiol groups of the half-antibody to form stable
thioether bonds (Fig. 1C, see ‘Results’). A magnetic separation
column (MACS, Miltenyi Biotec, Paris, France) was used to
separate the unbound Mab from the magnetic conjugates. Three
batches of VH10–VUSPIO were prepared: VH10–VUSPIOx2,
VH10–VUSPIOx1 and VH10–VUSPIOx3 corresponding to a
2-MEA reduction of 35, 50 and 150mM, respectively.

VH10–VUSPIO biochemical characterization

Human platelets were prepared as described previously. Samples
were further activated with thrombin or TRAP and fixed with PFA.
Another sample was first fixed with PFA and treated with Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) in order to give antibody access to the
P-selectin platelet pool. Activated, resting and permeabilized
platelets were further washed in PBS, and 100mL of 3.2# 108

platelets were mixed with 100mL of the specified formulation
of VH10–VUSPIO overnight at 48C (2mg Fe/mL). An equivalent
amount of rhodamine-labeled VUSPIO (antibody-free VUSPIO)
was added in the same conditions to nonactivated and thrombi-
n-activated platelets. After two washings in PBS, VH10–VUSPIO and
antibody-free VUSPIO were resuspended in appropriate volumes
to perform in vitro flow cytometry (0.2# 108 platelets), confocal
microscopy (108 platelets) and MRI studies (2# 108 platelets).

Flow cytometry

Aliquots of 2# 107 platelets were incubated overnight with
VH10–VUSPIO. Secondary FITC-labeled anti-mouse anti-mouse
antibody (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) was
added for 45min and then washed off. A positive control was

performed with the free VH10 antibody at 10mg/mL on
TRAP-activated platelets.

Confocal fluorescence microscopy imaging

Aliquots of 108 platelets incubated overnight with VH10–VUSPIO
and antibody-free VUSPIO were resuspended in 15mL of
anti-fading solution (mowiol). The confocal microscope was a
Leica DMR TCS SP2 AOBS (Mannheim, Germany) on an upright
stand, using objective HCX Plan Apo CS 63X NA 1.40. The laser
used was green helium–neon (543 nm). The fluorescence
emission was collected between 550 and 630 nm. For each
fluorescence picture, a differential interference light microscopic
image (Nomarski image) is given on the right to show the contour
of the platelets.

MRI approaches

In vitro MRI

MRI was performed on aliquots of 2# 108 platelets incubated
overnight with VH10–VUSPIO or antibody-free VUSPIO in a 50-mL
suspension and sealed with 100mL 0.5% agarose gel to obtain
the final pellet as a disk at least 5mm in height. Cell pellets were
imaged using a Bruker Biospec 47/50 (Ettligen, Germany) and
Siemens Open Viva (Erlangen, Germany) apparatus working at 4.7
and 0.2 T, respectively. On both imaging systems, a slice oriented
perpendicularly to the sample tubes was used, allowing the
whole group of tubes to be imaged in one experiment for each
contrast.
On the 4.7-T system, transverse relaxation time constants were

measured using the Carr–Purcell–Meiboom–Gill (CPMG) pulse
sequence (256 echoes) with an inter-echo time of 5.35ms,
imaging slice of 2mm and a fixed repetition time (5000ms). The
resolution was 0.39# 0.39mm2.
On the 0.2-T system, we designed a T2 measurement protocol

with a multi-echo spin sequence (CPMG), with (5mm imaging
slice) sections obtained consecutively at 16 inter-echo times
(from 22.5 to 360ms) and a fixed repetition time (5000ms). For
longer T2 values, the sequence was modified with 16 echo times
ranging from 100 to 1600ms. The spatial resolution was 0.86mm/
pixel (matrix size, 128# 128; field of view, 110# 110mm2).
Longitudinal relaxation times (T1) were measured using a
‘tomrop’ multi-echo gradient sequence consisting of a prepara-
tive inverted motif with a pulse at 1808, followed by 16 acquisitions
ranging from 20 to 6000ms (adapted to the T1 values to be studied)
and a fixed repetition time (9000ms). The resolution was 0.86mm/
pixel (matrix size, 128# 128; field of view, 110# 110mm2). Spin-echo
sequences were performed to acquire T1-weighted (TR/TE¼ 400/
15ms) and T2-weighted (TR/TE¼ 2500/42ms) images (slice thick-
ness, 5mm; resolution, 0.51# 0.51mm2) (Fig. 3, see ‘Results’).
The T1 and T2 values of the different cell pellets were

determined on regions of interest and averaged for three
independent experiments. Signal intensity values and analyses of
the data were performed using IGOR (Wavemetrics Inc., Lake
Oswego, Oregon, USA) and reported on a monoexponential
curve, varying from –M0 toþM0 for T1 and fromM0 to zero for T2.

In vivo and ex vivo MRI studies on atherosclerotic ApoE–/– mice

All animal studies were approved by the animal welfare and
local ethics committee regulations. ApoE–/– mice were fed a
cholesterol diet over 21 weeks and anesthetized using 2.5%
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isoflurane before imaging. In vivo MRI was performed at 4.7 T
after injection in the tail vein of a preparation of 100mL
VH10–VUSPIOx1 diluted in 200mL physiological serum.
Precontrast axial images of the abdominal aorta were

acquired with a fast low-angle shot two-dimensional sequence
(TE¼ 2.1ms; TR¼ 18ms; 32 scans; two slices; thickness, 1mm;
resolution, 0.146" 0.146mm2; field of view, 28" 28mm2). After
24-h post-contrast MR acquisition (TE¼ 2.1 or 5ms) to ensure
complete body elimination of unfixed VH10–VUSPIO nanopar-
ticles, the animals were sacrificed by pentobarbital overdose.
Aortas were extracted, embedded in 0.5% agarose and MRI ex
vivo analyses were performed using a 9.4-T MRI system (inner coil
diameter, 10mm). Imaging parameters (fast low-angle shot

three-dimensional sequence) included the following: TE¼ 8ms;
TR¼ 26ms; field of view, 1.2" 1.2" 1.2mm3; image resolution,
0.047" 0.062" 0.062mm3/pixel; acquisition time, 12 h 47min
(overnight); 48 scans.

RESULTS
VH10 characterization and VH10–VUSPIO construction

VH10 binding on human platelets and endothelial cells

Flow cytometric studies showed that Mab VH10 reacts with
human platelets activated by thrombin or TRAP, but does not

Figure 1. VH10 characterization and grafting to versatile ultrasmall superparamagnetic iron oxide (VUSPIO) particles. (A) Cytometric profile on platelets.
Selective labeling of thrombin-activated platelets with the murine anti-P-selectin monoclonal antibody (Mab) VH10 tested at 10mg/mL (3). A background
labeling of resting platelets is observed as a result of residual activation of some cells during the washing steps (2). The control fluorescence intensity was
obtained by incubating activated platelets with the secondary fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-mouse antibody alone (1). (B) Immuno-
fluorescent experiments on endothelial cells. P-selectin is highly expressed after overnight activation of endothelial cells (human umbilical vascular
endothelial cells, HUVECs) with 3 ng/mL tumor necrosis factor-a (TNFa) and 10 ng/mL interleukin-1b (IL1b) (b) or 100 ng/mL interferon-g (IFNg) and
10 ng/mL IL1b (d). Photographs (b) and (d) show the selective labeling of activated HUVECs with 10mg/mL VH10 after incubation with a secondary
FITC-labeled antibody. HUVECs are poorly activated with 10 ng/mL IL1b alone and poorly labeled with VH10 (c). Background labeling of nonactivated
HUVECs is shown in (a). (C) Multistep synthesis route of VH10–VUSPIO. To conjugate antibody on VUSPIO, a heterobifunctional coupling agent,
sulfo-succinimidyl-4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-carboxylate, was used. The N-hydroxysuccinimide ester reacts with primary amines of VUSPIO
to form covalent amide bonds. In parallel, a controlled reduction of VH10 is performed with the 2-mercaptoethylamine HCl reagent (2-MEA) to generate
thiol functions. Then, the maleimide groups of VUSPIO react with the thiol groups of the half-antibody to form stable thioether bonds.
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react with resting platelets (Fig. 1A). The background labeling of
nonactivated platelets is essentially a result of the washing
process of human platelets, which leads to the residual activation
of some elements (60). We also confirmed the lack of binding of
VH10 to resting platelets in whole blood (data not shown). The
results highlighted a specificity of VH10 for activated platelets
only, and therefore demonstrated that proteins and other cells in
the blood did not take up VH10 nonspecifically.
Mab VH10 also binds to activated endothelial cells (e.g.

TNFaþ IL1b- or IFNgþ IL1b-treated HUVECs) (61), which are
found in early atherosclerotic lesions (Fig. 1B).

VH10–VUSPIO conjugation

The iron content of the VH10–VUSPIO conjugate was estimated
to be around 2mg Fe/mL (0.22mM VUSPIO) using MRI curves
which correlated the inverse of the T2 and T1 values measured
on different dilutions of rhodamine-labeled VUSPIO with the Fe3þ

concentration (data not shown; see ‘VH10–VUSPIO MRI testing’).
The antibody content was estimated by colorimetric assay to be
between 5 and 100mg/mL, depending on the concentration of
2-MEA used (Table 1). The concentration of 150mM of MEA used
for the VH10–VUSPIOx3 batch preparation led to a valency of
0.3 half-antibodies per VUSPIO. The VH10–VUSPIOx1 and
VH10–VUSPIOx2 batch preparations were performed using 50
and 35mM MEA, respectively. For VH10–VUSPIOx2 and
VH10–VUSPIOx1 conjugations, each nanoparticle displayed, on
average, a valency of 1.8 and 6 half-IgG molecules, respectively,
which correspond to concentrations of 2.4" 1014 and 8" 1014

half-antibodies/mL, respectively, for 1.33" 1014 VUSPIO/mL.

VH10–VUSPIO biochemical characterization

VH10–VUSPIO cytometric characterization on human platelets

Cytometric analysis showed that VH10–VUSPIOx2 maintained its
specificity for activated platelets (Fig. 2A). A shift in fluorescence
intensity was observed between TRAP-activated and resting
platelets (cf. peak 2 with peak 4). However, a residual activation
occurred during platelet preparation: the fluorescence intensity
was higher in peak 2 relative to peak 1. A positive control was
performed with the free VH10 antibody at 10mg/mL on
TRAP-activated platelets to confirm the level of P-selectin
expression. The binding of VH10–VUSPIOx2 targeting agent on
TRAP-activated platelets was similar to that of free VH10
antibody.

VH10–VUSPIO confocal characterization on human platelets

Thrombin- or TRAP-activated human platelets incubated with
VH10–VUSPIOx1 (Fig. 2B) showed fine labeling with the
fluorochrome in confocal analyses. PFA-fixed platelets permea-
bilized with Triton X-100 showed extra- and intracellular
accumulation of VH10–VUSPIOx1. In contrast, resting (nonacti-
vated) platelets were poorly labeled. This residual labeling was
interpreted as the activation of some cells during platelet
washing (60). Nomarski images are given in parallel. Thus,
confocal experiments also indicated that VH10–VUSPIO main-
tained its specificity for activated platelets. In order to assess the
benefit of using targeted VUSPIO over uncoated VUSPIO,
antibody-free VUSPIO (rhodamine-labeled VUSPIO without
antibody grafting) was tested on resting and activated platelets.
No labeling was observed (Fig. 2B).

The results for VH10–VUSPIOx2 were quite similar to those for
VH10–VUSPIOx1. Platelet labeling with VH10–VUSPIOx3, which
displayed a valency of only 0.3 half-antibodies per VUSPIO,
compared with 1.8 and 6 for VH10–VUSPIOx2 and
VH10–VUSPIOx1, respectively, was not significantly different
from that of rhodamine-labeled VUSPIO without grafting (data
not shown).
In summary, both VH10–VUSPIOx1 and VH10–VUSPIOx2

differentially recognized activated vs nonactivated platelets. This
demonstrated the specificity of our targeted contrast agent for
activated platelets only.

MRI approaches

VH10–VUSPIO in vitro MRI testing

In order to demonstrate that VH10–VUSPIO can be imaged by
MRI and to determine whether differential binding of
VH10–VUSPIO batch preparations to activated vs resting cells
could be verified by MRI and MR signal intensity measurements,
the mixtures of platelets with different samples of VH10–VUSPIO
were embedded in agarose gel in suitable tubes for MRI at 0.2 and
4.7 T.
The same experiments were conducted with rhodamine-

labeled VUSPIO without grafting to discount nonspecific trapping
of ungrafted contrast agent. The confocal images showed a
correlation with T1 and T2 values obtained by MRI at 0.2 and 4.7 T.
All the MRI data concerning the different VH10–VUSPIO batch
preparations or rhodamine-labeled VUSPIO without grafting
incubated with activated vs resting platelets are summarized in
Table 1. The average T2 values at 4.7 T for three experiments are
also given in Fig. 2B for VH10–VUSPIOx1 in order to compare MRI
and confocal data.
As shown in Fig. 3, T1- and T2-weighted MR spin-echo images at

0.2 T revealed remarkable differences in signal intensity of
VH10–VUSPIOx1 and VH10–VUSPIOx2 when they were incubated
with activated vs resting platelets. This was reflected by a
hyposignal in T2 images, a hypersignal in T1 images and a
concomitant significant decrease in T2 and T1 relaxation times
when incubated with activated platelets. The same MRI
experiment was performed with different dilutions of rhodami-
ne-labeled VUSPIO mixed with 2" 108 platelets and further
embedded in agarose gel. Tubes were imaged at 0.2 and 4.7 T
(data not shown). A linear fit was obtained between the inverse of
the measured T2 and T1 values and the Fe3þ concentration (data
not shown). The equation of the straight line allowed the
calculation of the corresponding Fe3þ concentrations in the
VH10–VUSPIO conjugate (see ‘VH10–VUSPIO conjugation’) and in
activated platelets incubated with VH10–VUSPIO. This can be
exploited to estimate the concentration of Fe3þ or VH10–VUSPIO
accumulated per platelet and the rate of binding efficiency of
VH10–VUSPIO on activated platelets when compared with the
initially added iron oxide.
The initially added iron oxide was 1 pg per platelet (100 mL of

VH10–VUSPIO at 2mg/mL for 2" 108 platelets). T1 and T2 MR
signal intensity measurements of the different VH10–VUSPIO/
platelet incubation assays led to an estimation of the quantity
of Fe3þ finally bound to activated platelets in the incubation tube.
With the VH10-VUSPIOx1 conjugate, 0.021 pg of iron oxide was

recovered per platelet, leading to 2.1% of the initially added iron
oxide particles accumulated per activated platelet. The iron oxide
accumulated corresponded to approximately 1000 VH10–VUSPIO
particles per activated platelet.
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Some discrepancy may exist between the images of
VH10–VUSPIO contrast agent diluted in gels and the images of
platelets targeted by VH10–VUSPIO, because the iron oxide
particles are, in this case, expected to be confined to the platelet
membrane. Indeed, we have observed in previous studies slight
differences between a homogeneous gel containing a contrast
agent and cells that have captured the same quantity of contrast
agent in vesicles. This was interpreted as an additive effect
because of the high concentration of the agent. However, in
our case, iron oxide particles surrounding platelets are homo-
geneously distributed on the platelet membrane. Thus, even if an
additive effect occurs, this would only result in a small decrease

in T2 values and concomitantly little overestimation of the
calculation of the attached amount of iron.

VH10–VUSPIO MRI in vivo and ex vivo studies on aortas from
atherosclerotic ApoE–/– mice

Previous studies have reported the accumulation of super-
paramagnetic nanoparticles in the aortas of atherosclerotic
rabbits (62,63). We therefore injected antibody-free VUSPIO in
ApoE–/– mice and failed to observe differences between
uninjected and antibody-free VUSPIO-injected atherosclerotic
ApoE–/– mice (data not shown). VH10–VUSPIOx1 targeted

Figure 2. VH10–versatile ultrasmall superparamagnetic iron oxide (VH10–VUSPIO) biochemical characterization. (A) Flow cytometric profiles of in vitro
binding of VH10–VUSPIOx2 to resting (2) and thrombin receptor activating peptide (TRAP)-activated platelets expressing P-selectin (4). Increasing
fluorescence intensity on the FL1-H x axis is obtained for both VH10 and VH10–VUSPIOx2 on TRAP-activated platelets (3, 4). (B) Fluorescence confocal
microscopy images of resting platelets, thrombin- or TRAP-activated platelets and permeabilized platelets with rhodamine-labeled VUSPIO (antibody-
free VUSPIO) (1) or VH10–VUSPIOx1 batch preparation (2). VH10–VUSPIOx1 was highly accumulated on the surface of activated or permeabilized
platelets, but there was poor labeling of resting platelets. Moreover, no labeling was observed with antibody-free VUSPIO. A differential interference light
microscopic image (Nomarski image) on the right shows the contour of platelets for each fluorescence image. The T2-weighted measurements at 4.7 T of
the mixtures of TRAP- and thrombin-activated platelets with rhodamine-labeled VUSPIO or VH10–VUSPIOx1 batch preparation were highly correlated
with the confocal images, with a significant decrease in the T2 relaxation time for higher platelet labeling (for example, 29! 0.3ms vs 80.7! 2.2ms for the
VH10–VUSPIOx1 batch preparation incubated with thrombin-activated platelets vs resting platelets).
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contrast agent was then injected in ApoE–/– mice (batch chosen
for lower T2 value when incubated with activated platelets, see
Table 1). High-resolution MR follow-up of contrast enhancement
of the aorta with VH10–VUSPIO was conducted successfully in the
three mice tested. The injection was well tolerated by ApoE–/–
mice and no adverse reactions were observed. For each mouse,
signal analysis was performed in the abdominal aorta and
monitored 24 h after injection. Figure 4A shows axial T2-weighted
images of an ApoE–/– mouse, realized before (a, b) and 24 h
after (c, c0, d, d0) the injection of VH10–VUSPIO. In the enlarged
images of the 24-h (d, d0) post-injection slice, we showed that
VH10–VUSPIO could be detected by a loss of MRI signal
generated by nanoparticle accumulation in the atherosclerotic
vessel wall. Pre- and post-contrast images were performed at
TE¼ 2.1ms. For post-contrast images, TE¼ 5ms was used to
highlight the contrast caused by VUSPIO accumulation at
the level of the aorta. Concomitantly, gastric areas appeared
as large dark areas owing to bubbles generating hyposignals.
However, when comparing 2.1-ms pre- and post-contrast images,
it appeared that gastric areas presented with equivalent signal
intensity. Moreover, no nonspecific accumulation in the liver was
noticed.
MRI ex vivo studies on the aortas from atherosclerotic ApoE–/–

mice demonstrated the binding of targeted VUSPIO appearing as
a focal signal loss (Fig. 4B). This negative contrast results in signal
reduction on T2 (transverse relaxation)-weighted images of all
the protons of water and tissues surrounding the VUSPIO
nanoparticles bound to the intimal thickening of the aorta.

DISCUSSION

Methods capable of assessing vulnerable plaques at risk of
rupture, noninvasively and safely, are currently not available.

However, advances in nanotechnology have led to the devel-
opment of a large panel of molecular probes for potential
application in MRI (8,10–12,14,34,64). This rapidly evolving field
remains challenging, and more safe and specific imaging agents
are required that may aid in accelerated diagnosis so as to guide
therapy. The key is to target events that indicate initial
atherogenic molecular disorders leading to atherothrombosis.
(41,50). P-Selectin, the primary adhesionmolecule in the initiation
of cell activation and adhesion to platelets and endothelium,
plays a critical role in early atherosclerotic lesion development
and advanced vascular disease progression (65). P-Selectin has
therefore been suggested as a potential target of interest for both
therapy (45,51) and ultrasound (66) or MRI (9,10,34,52).
High-resolution MR has emerged as a potential leading

noninvasive imaging modality for the characterization of
atherosclerotic plaques in vivo as it can provide anatomical,
structural and functional data on the arterial wall. However, this
technique suffers from a low sensitivity. This limitation can be
overcome with the use of compounds able to deliver contrast
agents at a pathologic site at a sufficient density to cause local
contrast enhancement. Specific delivery is achieved through the
development of imaging probes, usually consisting of a
contrastophore conjugated to an appropriate targeting molecule
(pharmacophore) able to recognize a relevant protein within the
plaque. The affinity and binding properties of the pharmaco-
phore moiety must be properly evaluated to improve sensitivity.
Antibodies offer binding property advantages over biomimetics
and peptides, such as high affinity and specificity. The
pharmacophore used in this study is a home-prepared murine
Mab highly specific for human P-selectin, and thus highly specific
to platelet and endothelium activation, showing the efficacy of
this antibody as an atherosclerosis imaging agent. The
contrastophore moiety could be either a gadolinium- or iron
oxide-based contrast agent. VUSPIO nanoparticles were chosen

Figure 3. VH10–versatile ultrasmall superparamagnetic iron oxide (VH10–VUSPIO) in vitroMRI characterization. MR images of platelet pellets embedded
in agarose gel were acquired at 0.2 T using spin-echo sequences. A hyposignal in T2 images and a hypersignal in T1 images show an accumulation of iron
on platelets in an activated state when incubated with VH10–VUSPIOx1 and VH10–VUSPIOx2. Concomitantly, VH10–VUSPIOx1 and VH10–VUSPIOx2
showed, with activated platelets, significant decreases in the T2 and T1 relaxation times. The VH10–VUSPIOx3 preparation gave signals and T2 or T1 values
not significantly different from those obtained with antibody-free VUSPIO. Ab, antibody.
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here. These nanoparticles are a new generation of T2 agents
based on maghemite cores covalently bonded to dextran
macromolecules. Their preparation involves colloidal maghemite
synthesis, surface modification through the grafting of amino-
alkylsilane groups and the coupling of partially oxidized dextran
via the formation of an imine bond, which may be subsequently
stabilized by reductive amination. Such a step-by-step synthesis
allows the control of the magnetic core size and the overall
hydrodynamic diameter, thanks to accurate and reproducible
experimental conditions. These stable agents may be derivatized
for surface labeling, e.g. ligand coupling, PEGylation, etc., and
thus are called VUSPIOs for ‘versatile’ USPIOs. The difference
from cross-linked iron oxide (33,67) particles is in the preparation
strategy, which involves the covalent cross-linking of oxidized
dextran macromolecules directly on the surface of aminated
maghemite nanoparticles. PEGylation is often used to protect

carriers or contrast agents from the mononuclear phagocytic
system and to increase the plasma half-life (68). In this study, the
VUSPIO formulation was elaborated to control the covalent and
regioselective coating of antibodies on the particle surface.
VH10 anti-P-selectin antibody conjugation to the fluoromag-

netoparticle VUSPIO provides a proof-of-concept for the efficacy
of targeting P-selectin for MRI. All in vitro data correlate with the
minimal T2 values, corresponding to clear labeling of human
activated platelets in confocal microscopy and a higher shift in
flow cytometry. Furthermore, there was minimal accumulation of
VH10–VUSPIO on resting platelets, as judged by bothmicroscopic
images and T2 and T1 relaxation rates (Figs. 2 and 3). These results
emphasize the conserved specificity of VH10–VUSPIO smart
contrast agent for activated platelets. In addition, we showed that
about 1000 VUSPIO particles per activated platelet appear to be
well suited to obtain a local signal loss for T2-weighted images at
4.7 T and a local signal gain for T1-weighted images at 0.2 T
(Fig. 3). VH10–VUSPIO nanoparticles could almost saturate the
P-selectin glycoproteins per platelet (8600 copies, as determined
by Scatchard analysis) as each nanoparticle displayed more than
one antibody. Thus, contrary to the studies reported by McAteer
et al. (34), which necessitates MPIO to address the lack of
sensitivity regarding low-abundance molecular targets (69), we
clearly demonstrated that the targeting of P-selectin molecules
with 1000 VH10–VUSPIO particles per platelet was sufficient to
induce a 50% reduction in T2 values.
The strong specificity and affinity of VH10 antibody, the

representativeness of the P-selectin target and the design of our
new targeted contrast agent ensure that it is possible to obtain
sufficiently intense signal modification within the imaged volume
for ease of distinguishability from unmodified tissue. As VH10
reacts with murine platelets, although to a lower degree than
human platelets, investigations were conducted on a murine
model of atherosclerosis, the ApoE mouse. We showed both a
spatial resolution in the 50–100-mm range adapted to imaging of
the vulnerable plaques and a clear signal reduction (hyposignal
or negative contrast) on T2-weighted images at 4.7 T as a result
of the accumulation of VH10–VUSPIO on activated target cells.
Our study compared favorably with other studies using USPIO

coupled to a targeting moiety (32,70,71), which also demon-
strated efficient in vivo imaging. The best way to address in vivo
targeting is to use small particles because, relative to MPIO, they
are more likely to reach the targeted region, taking into account
their higher number (one MPIO particle of 1mm is equivalent
to tens of thousands of VUSPIO particles) and their longer
intravascular half-life, allowing them to circulate for a longer time.
In terms of the diagnostic value of the MR image, small particles,
such as USPIO, are more suited to the interpretation of the level of
targeting in the pathologic region than are micrometer-sized
particles. Indeed, these cause local magnetic field inhomogen-
eity, widely extending the microparticle diameter, with a negative
impact on spatial resolution. Nevertheless, micrometer-sized iron
oxide particles are very good biotechnological tools essentially
developed for cell tracking (72). Even though they have been
used as imaging tools for some in vivo studies (34,35) as
proofs-of-concept, they are not biocompatible contrast agents
because of their size and chemical composition.
Moreover, the use of VUSPIO particles allowed MRI measure-

ments at 0.2 T. VH10–VUSPIO conjugates accumulated on
the surface of platelets induce the shortening of the T1 value
and, thereby, a positive contrast on T1-weighted images. As,
in MRI, a positive contrast allows the better discrimination

Figure 4. VH10–versatile ultrasmall superparamagnetic iron oxide
(VH10–VUSPIO) in vivo MRI characterization. (A) Axial T2-weighted MR
images of the abdominal aorta in atherosclerotic ApoE–/– mice using a
4.7-T MRI system. (a, b) Images before VH10–VUSPIO injection. (c, c0, d, d0)
24-h images post-injection at TE¼ 2.1ms (c, d) and TE¼ 5ms (c0, d0). b, d
and d0 are enlarged images of the abdominal aorta. Arrow: negative
contrast shows the binding of functionalized VH10–VUSPIO contrast
agent to the atherosclerotic vessel wall. (B) The corresponding ex vivo
entire aorta of ApoE–/– mice was imaged at 9.4 T. Gray arrows, intimal
thickening; black arrows, accumulation of VH10-VUSPIO demonstrated an
intensive focal signal loss.
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of labeled tissues, it would be of interest to further evaluate the
VH10–VUSPIO conjugate as a potential P-selectin imaging
positive contrast agent in hyperlipidemic rabbits at low magnetic
fields. Several groups have developed ‘positive’ contrast imaging
sequences as an alternative to iron oxide particle detection
(73–76). The signal of tissues bordering labeled cells is
suppressed by off-resonance techniques, often making the
spatial resolution inadequate for the imaging of small anatomical
structures. Nevertheless, Korosoglou et al. (76), using inversion
recovery with on-resonant water suppression, reported a positive
signal enhancement in aortic atherosclerotic plaques following
the administration of iron oxide particles. However, ‘positive’
contrast protocols are based on T2- and T2

!-weighted images
with long-range effects, often difficult to combine with spatial
resolution. Interest remains in the development of safe agents
based on strictly paramagnetic local effects. With this aim, the
imaging of superparamagnetic agents at low concentration in a
low magnetic field could be of the greatest importance.
Imaging VH10–VUSPIO at 0.2 and 4.7 T highlights the

possibility of obtaining both positive and negative signals using
the same contrast agent with different image sequences. It will be
of interest to develop imaging at 0.2 T for a better contrast and
less susceptibility artefacts. Economical reasons must also be
taken into account with regard to the lower cost of these
magnets.

CONCLUSION

Iron oxide-based approaches have been investigated recently for
the imaging of advanced stages of atherosclerosis, such as
thrombosis, which are a sign of the ultimate phase of plaque
rupture (36). Our study focuses on P-selectin targeting, with
superparamagnetic nanoparticles, for the imaging of key
processes involved earlier in the disease.
The VH10–VUSPIO contrast agent described in this study

seems to have advantages over other MRI approaches targeting
markers involved in atherogenesis. First, the antibody targets
with high affinity and selectivity a candidate of strong interest
expressed in cells activated during the early stages of
atherogenesis. Second, iron oxide nanoparticles may offer
advantages over gadolinium with regard to both the absence
of tissue retention and potential toxicity, and the nanomolar
range of detection.
These preliminary experiments justify the further development

of such P-selectin-targeted agents for the monitoring of the early
steps of atherosclerosis. In an ultimate aim to translate such
agents into human clinical use, a ‘humanized’ version of murine
VH10 is envisaged in order to attenuate potential immunogeni-
city We plan to use phage display technology and directed
mutagenesis approaches to develop a human antibody present-
ing the same specificity and affinity as its murine counterpart on
human platelets, but also able to recognize with high affinity
murine P-selectin (77,78). Toxicologic and pharmacokinetic in vivo
data on ApoE mice will be further evaluated in order to lay the
basis for preclinical development.
Future directions will involve the development of particles for

imaging-associated drug delivery. Such agents may track
noninvasively the therapeutic effects of the drug and offer
promising opportunities for the selective delivery of bioactive
molecules to the target tissue (79).
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5.12.  Conclusions  et  perspectives  

molécul

s  

ariations   nettes   de   temps   de   relaxation   T2   ou   T1   à   de   très   faibles   concentrations   (de  

s,  sont  totalement  inoffensives,  leur  dégradation  se  faisant  par  

une  voie  bien  connue  dépendante  des  lysosomes.  Dans  ce  travail,  nous  avons  couplé  à  des  VUSPIOs,  un  

anticorps  monoclonal  murin  dirigé  contre  la  P-­‐sélectine  humaine  (VH10).  Comme  mentionné  au  premier  

chapitre,  la  P-­‐

que  dan

-­‐VUSPIO  décrit  dans   cette  

étude  présente  deux  avantages  :  (1   

cible   extrêmement   relevante   de   la   pathologie   et   (2)   les   VUSPIO   diminuent      le   temps   de   relaxation  

dre  du  nM  sans  présenter  de  phénomène  de  toxicité.  

Ainsi,  grâce  à  ces  caractéristiques  fonctionnelles,  nous  avons  pu  générer  des  images  in  vivo  et  apporter  la  

IRM   e  

possibles   réactions   de   type   HAMA.   Une   autre   alternative   est  

s   sur   des   plaquettes   humaines   activées.  

IIb 3  exprimés  dans   le   systèle  BaculoMab   (Collaboration  

avec  Martine   Cérutti,   UPS   3044).   Cette   intégrine   est   présente   également   sur   les   plaquettes   sous   leur  

conformation  activée  et  présente  un  intérêt  indéniable  en  imagerie  (voir  chapitre  2).  

Les  étapes  de  couplage  utilisées  dans  ce  travail   sont   laborieuses  et  pourraient  être  simplifiées  en   liant  

indirectement   les   anticorps   aux   VUSPIO,   par   l'intermédiaire   d'une   protéine   issue   de   la   fusion   entre  

l'Annexine-­‐A5  et  le  fragment  ZZ  spécifique  de  la  partie  Fc  (collaboration  avec  Alain  Brisson,  IECB  :Institut  
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Européen  de  Chimie  et  de  Biologie).  Cette  seconde  option  permettrait  de  coupler  «  à  façon  »  l'anticorps  

aux   VUSPIO.   Il   est   intéressant   de   noter   que   la   protéine   de   fusion  Anx5-­‐ZZ,   peut   aussi   spontanément  

s'intégrer   dans   les   bicouches   lipidiques   de   liposomes.   Ce   type   de   construction   peut   s'avérer  

particulièrement  utile  pour  le  transport  de  produits  de  contraste  mais  aussi  en  thérapie  pour  le  transport  

de   drogues   ou   d'oligonucléotides   après   liaison   au   fragment   ZZ   de   l'anticorps   ciblant   les   lésions  

athéroscléreuses.    

6.  Conclusion  Générale  

l'alcoolisme,   du   saturnisme,   de   la   syphilis,   de   l'arthritisme   et   de   la   vieillesse   (Larousse,  édition   1922).  

  obsolètes  »,  la  recherche  cardiovasculaire  vient  de  franchir  

évident  que  

avancées,   athérome   instable  ou  vulnérable,  c'est  à  

malgré   les   effets   bénéfiques   accordés   aux   traitements   normolipidémiants   tels   que   les   statines   ou   les  

fibrates,   trop  peu  de     

  :  

age  en  imagerie  et/ou  en  thérapie.    

Notre   approche   phage-­‐display   in   vivo  

  «  interroger  »      in  vivo   -­‐scFv   issus  de  banques  combinatoires  

humaines   de   façon   à   sélectionner   des   couples   anticorps   humains   /   cibles   de   la   pathologie.   Les  

perspectives   immédiates   de   ce   travail   sont   de   caractériser   les   biomarqueurs   ciblés   par   les   fragments  

agira   alors   de  

confronter   les   résultats   de   ces   analyses   aux   connaissances   accumulées   sur   les   nombreuses  molécules  

biomarqueurs   ciblés   par   nos  

anticorps  humains.    

En  parallèle  de  cette  ét ciblage  moléculaire  

ificité  est  la  P-­‐sélectine,  
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décrite   dans   la   littérature   comme  un   biomarqueur   des   phases   précoces   de   la   pathologie.  Nous   avons  

-­‐VUSPIO   a   montré   son   efficacité   dans   le   ciblage  

compétences   multidisciplinaires,   sera   appliqué   aux   anticorps   humains   développés   pour   proposer   des  

molécules  de  ciblage  en  imagerie  présentant  une  parfaite  innocuité.  

Des   thérapies  ciblées  peuvent  être  envisagées  en  combinant   les  anticorps  sélectionnés  spécifiques  des  

protéines  candidates  à  des  vecteurs  de  transfert  comme  les  liposomes  [Bendas  et  al.,  2001].  Ces  vecteurs  

porteurs  de  drogues  (fumagilline  [Winter  et  al.,  2006]),  de  gènes  correcteurs  (IFN R   [Koga  et  al.,  2007],  

VLDLR  [MacDougall  et  al.,  2006]),  de  siRNA  (small  interfering  RNA)  contre  des  molécules  impliquées  dans  

TNF   ;  Map4k4, [Aouadi   et   al.,   2009]),   pourront   cibler   les   cellules  

impliquées  dans  la  plaque  

Une  alternative  suscite  actuellement  un  grand  enthousiasme  au  sein  de  la  communauté  scientifique  ;   il  

olécule  thérapeutique.  
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