applications de la RPE

Vers une imagerie RPE du vivant

Ces derniéres années, la RPE in vivo et I'imagerie RPE ont connu un nouvel essor. Il a été démontré que des mesures
chez des animaux vivants pouvaient offrir de nouvelles perspectives en physiologie, physiopathologie, pharma-
cologie, oncologie, cardiologie, neurosciences et toxicologie. L'imagerie de composés paramagnétiques est ren-
due possible grace a l'utilisation d’intenses gradients de champs magnétiques. Les premiéres études cliniques
sont en cours chez I'homme avec des applications en dosimétrie rétrospective, oxymétrie et caractérisation de

In the last few years, outstanding developments have been achieved in in vivo EPR and EPR imaging. It has been
demonstrated that EPR measurements in living animals (in vivo EPR) can provide new insights to physiology,
pathophysiology, pharmacology, oncology, cardiology, neuroscience and toxicology. Imaging of paramagnetic
compounds can be achieved using strong magnetic field gradients. First clinical studies are ongoing in humans

Résumé
mélanomes.
Mots-clés  RPE, in vivo, clinique, oxygeéne, radicaux libres, dosimétrie.
Abstract Towards an EPR imaging of the living
with applications in retrospective dosimetry, oximetry and melanoma characterization.
Keywords EPR, in vivo, clinical oxygen, free radicals, dosimetry.

B ien que la RPE et la RMN aient été découvertes a la méme
époque il y a environ cinquante-cing ans, les applications
biomédicales et médicales de la RMN et de I'IlRM ont connu
jusqu'ici un développement beaucoup plus impressionnant
que celui de la RPE. Nous présentons dans cet article des solu-
tions qui ont été trouvées pour répondre aux contraintes
imposées par le développement de la RPE in vivo, ainsi que
quelques applications majeures ol la RPE s'avére étre un outil
unique dans la recherche biomédicale et pharmaceutique,
avec de potentielles applications cliniques.

Le cahier des charges pour la RPE in vivo

Réaliser une expérience de spectroscopie ou d'imagerie RPE
in vivo représente un défi di a quatre contraintes principales.
La premiére est liée aux ondes électromagnétiques employées
en RPE, situées dans la gamme des micro-ondes. Alors que les
spectrométres RMN opérent le plus souvent dans le domaine
des fréquences radio (centaines de MHz), les spectrométres
RPE classiques operent a une fréquence proche de 10 GHz. Or
I'eau, qui constitue la majeure partie de la matiére vivante
(environ 70 %), n‘est pas transparente aux micro-ondes. A
cette fréquence, I'onde électromagnétique est absorbée dans
qguelques millimetres d’eau et conduit a un échauffement local
de I'échantillon (un phénomeéne lié a la permittivité de I'onde
dans le milieu). Il a fallu attendre le développement de spec-
tromeétres opérant a plus basse fréquence (1 GHz ou moins)
pour permettre des applications chez le petit animal, avec une
pénétration des micro-ondes d’au moins 1 cm dans les tissus.
La deuxieme difficulté est de réaliser des mesures sur un ani-
mal vivant, tout en restant dans les conditions de résonance
malgré les mouvements internes de I'animal. Grace aux déve-
loppements de résonateurs RPE innovants avec rétrocontrole
de la cavité, il est maintenant possible de stabiliser les condi-
tions de résonance et d’opérer des mesures sur échantillons
vivants malgré les mouvements physiologiques.

La troisieme contrainte est liée a la nature des entités
chimiques détectables en RPE qui doivent étre paramagné-
tiques. Hormis le cas particulier de la mélanine qui possede
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une concentration en radical suffisamment haute pour pou-
voir étre directement détectée in vivo [1], les autres espéces
paramagnétiques ne peuvent étre enregistrées par RPE que
dans des conditions particuliéres. En effet, les radicaux impli-
qués en toxicologie (radical hydroxyle, anion superoxyde, etc.)
ont des temps de demi-vie trop courts pour s’accumuler
en quantité suffisante afin d'étre détectable in vivo. Un cas
particulier est celui de la détection de radicaux stables
radio-induits dans I'émail dentaire ou les tissus osseux et qui
peut étre utilisée pour quantifier la dose recue par une per-
sonne exposée a une irradiation accidentelle (voir I'article de
F. Trompier p. 30). D’autres radicaux pouvant également étre
détectés in situ comprennent ceux piégés dans des matrices
solides, tels que ceux provenant des phénomeénes de polymé-
risation des résines dentaires ou des ciments osseux. Toute-
fois, la majorité des expériences menées jusqu'ici en RPE
in vivo a nécessité I'administration d’espéces paramagné-
tiques exogenes, comme les radicaux stables de type
nitroxyde et tétrathiatriarylméthyl (ou trityle) (voir l'article
de O.OQuari et coll. p.9) [2]. D'un point de vue chimique,
d’'importantes modulations structurales ont été réalisées afin
de conférer a ces composés paramagnétiques des spectres
RPE sensibles a leur environnement, pour mesurer le taux
d’oxygénation, le pH ou le statut redox, autant de paramétres
essentiels en physiologie et physiopathologie [3]. Ces agents
de contraste sont appelés «intelligents », car au-dela de la
visualisation de leur biodistribution dans I'organisme, ils
donnent une information importante sur I'environnement
dans lequel ils se distribuent.

La derniére contrainte est liée aux temps de relaxation électro-
nique qui sont environ mille fois plus courts que les temps de
relaxation nucléaire. Comme conséquence, la largeur d'une
raie RPE est mille fois plus importante que la largeur d'un pic
RMN. Or I'imagerie par résonance magnétique est basée sur
I'application de gradients de champ magnétique suffisam-
ment intenses pour pouvoir différencier deux produits de
méme nature dans I'espace. Ainsi, il faut utiliser des gradients
beaucoup plus intenses en imagerie RPE (0,5 a 2 T/m) qu’en
IRM (quelques dizaines de mT/m). Ceci justifie également le
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Figure 1 - Spectrométre RPE a usage dlinique installé a Bruxelles. L'entrefer de 60 cm permet le positionnement d'un patient. Ce spectrométre opére a une fréquence de 1GHz.
Sur la droite : I'antenne de surface, placée au-dessus de la zone d'intérét pour I'analyse RPE. Un appareil équivalent a été installé a Paris début 2019.

recours aux radicaux trityle dont la largeur de raie est relative-
ment étroite (0,01 mT) pour les applications en imagerie RPE.

Spectrométres RPE in vivo ou clinique

Méme s'il s'agit d'un marché de niche - au niveau mondial,
seulement une dizaine de groupes de recherche sont actifs
actuellement dans le domaine de la RPE in vivo —, des appareils
sont commercialisés par différentes firmes. Ces appareils com-
merciaux (spectrometres et imageurs) opérent généralement
a 1 GHz pour un champ magnétique variable autour de 50 mT.
lls sont généralement équipés d'une cavité résonante permet-
tant le positionnement de I'animal ou d'une antenne de
surface sous forme de boucle. I est souvent intéressant de
comparer, voire de superposer, I'image RPE a une image obte-
nue par une autre méthodologie telle que le CT-scanner ou
I'IRM [4-5]. Actuellement, seuls cinq appareillages (Hanover,
Bruxelles, Atlanta, Morgantown, Paris) permettent le position-
nement d’'un patient dans I'aimant (un est cours d’installation
a Chicago) (figure 1). Il existe également des versions plus
compactes permettant le positionnement de la téte dans le
spectromeétre en vue de réaliser des mesures sur des dents
pour des applications dosimétriques.

Applications de la RPE in vivo

A titre illustratif et non exhaustif, citons la caractérisation du
statut redox des tissus ainsi que la détection d’espéces radica-
laires importantes en physiologie ou en toxicologie telles que
les espéces réactives de 'oxygéene. Le domaine qui a incontes-
tablement connu le plus de succes est celui de la mesure de
I'oxygénation tissulaire. Bien que l'oxygéne soit un bi-radical,
il ne peut pas étre directement détecté par RPE dans les tissus,
mais il peut I'étre de maniere indirecte. En effet, sa présence
modifie notablement les temps de relaxation électronique (en
pratique, la largeur de raie RPE) d'espéces paramagnétiques
stables telles que la phtalocyanine de lithium ou des nanopar-
ticules de charbon (figure 2) [6]. Une fois ces espéces adminis-
trées dans un tissu, des mesures d’oxygénation peuvent étre
répétées sur de longues périodes (mois, années) sur le méme
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site d'intérét avec une tres haute sensibilité (des variations de
I'ordre du mmHg peuvent étre détectées), avec des applica-
tions principalement oncologique, vasculaire, cardiologique,
neurologique et pour la cicatrisation de plaies [7-8]. L'oxymé-
trie par RPE est un outil unique pour I'étude de l'activité de
nouvelles thérapies modulant I'oxygénation tissulaire chez
le méme patient.

Un autre parametre faisant I'objet d'intéressants développe-
ments est la mesure du pH extracellulaire car il est directement
lié a I'agressivité tumorale. Sa mesure non invasive par RPE
in vivo permet ainsi d’identifier I'action de médicaments
modulant ce parametre. La mesure de pH, couplée aux
mesures de microviscosité grace a l'utilisation de nitroxyde
de type imidazolidinoxyle, permet d’étudier in vivo les phéno-
menes de relargage de médicaments a partir de formes phar-
maceutiques a libération prolongée. D'autres recherches ont
démontré la capacité de la RPE in vivo a détecter la mélanine.
Les pigments mélaniques sont des macromolécules radica-
laires dont la raie est suffisamment étroite pour pouvoir étre
imagée par RPE [1]. Des études sur modéles animaux ont
montré que l'image RPE était directement superposable
aux coupes histologiques obtenues aprés prélevement des
tissus.

Recherches en RPE clinique

Les premiéres études sur patients ont porté sur la mesure
répétée de I'oxygénation tumorale car 'oxygéne est un para-
métre clé de la réponse aux traitements, en particulier la radio-
thérapie. Dans ce cadre, les premiéres études cliniques visent
a étudier de maniére répétée chez le méme patient la pO,
tumorale et ses modifications en cours de traitement. Grace
a ces connaissances, il sera alors possible de rationaliser le
schéma thérapeutique a employer. Un autre domaine d’appli-
cation de I'oxymétrie RPE chez le patient est le suivi de 'oxygé-
nation du pied diabétique (probléme d’ulcération en lien
avec I'hypoxie locale). Enfin, une étude clinique est en cours
a Bruxelles en vue d’évaluer I'apport potentiel de la RPE cli-
nique dans la caractérisation du mélanome et de son invasion
tissulaire (via la mesure du contenu en mélanine).
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Figure 2 - Expérience d’oxymétrie RPE in vivo. A gauche : souris anesthésiée placée dans un aimant RPE avec muscle placé au centre d’une antenne de surface. A droite : spectres RPE
d’un muscle normal et d'un muscle hypoxique. Noter la variation de largeur de raie reflétant I'état d'oxygénation du tissu.

L'apport de la chimie
et des mathématiques aux futurs développements

Comme explicité ci-dessus, la RPE nécessite bien souvent
I'administration de molécules permettant d’obtenir un signal :
ces sondes moléculaires (trityle, radicaux aminoxyle) sont
I'équivalent des agents de contraste utilisés dans d’autres
méthodes d’'imagerie médicale (IRM, TEP, échographie...). De
grands progrés peuvent étre réalisés concernant l'optimisa-
tion des propriétés spectrales : concevoir des composés avec
un signal RPE simple et une largeur de raie étroite pour une
utilisation optimale en imagerie RPE, améliorer leur stabilité
in vivo pour augmenter la fenétre temporelle durant laquelle
les mesures peuvent étre répétées, concevoir des composés
dont le spectre est dépendant d’'un ou plusieurs parametres
pour élargir les champs d’applications, et enfin améliorer leur
biocompatibilité pour des applications cliniques. Le traite-
ment du signal et la gestion des données (comme la transfor-
mation des données spectrales en images) sont également
des éléments clés pour I'obtention d'information robuste et
significative. C'est le cas par exemple de l'utilisation de
méthodes de maximum de vraisemblance pour obtenir des
incertitudes correctes sur une donnée [9], ou de méthodes
traitant des problémes inverses pour obtenir des données
fiables avec moins de points, donc plus rapidement [10].
La collaboration entre mathématiciens et spectroscopistes
pourrait conduire a des progrés notables dans ce domaine.

A quand I'utilisation clinique ?

C'est grace a une combinaison de développements instru-
mentaux (aimants/résonateurs) et chimiques (sondes RPE
intelligentes) que la RPE a pu étre appliquée in vivo comme
outil unique dans les domaines physiologiques, pharmacolo-
giques et toxicologiques. Le défi actuel porte sur la transposi-
tion clinique de ces recherches, maintenant rendues possibles
grace a lI'implémentation d'instruments de RPE clinique. De
nombreux progrés portant sur le développement des agents
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de contraste et le post-traitement du signal seront encore
cruciaux pour aboutir a une utilisation clinique de routine
de la RPE.
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