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Description

[0001] La présente invention concerne le domaine de
I'architecture de sondes moléculaires pour I'imagerie in
vivo. Plus particulierement, l'invention concerne des
constructions moléculaires assurant une fonction d’ima-
gerie par fluorescence activable en milieu intracellulaire,
ces constructions étant en outre liées a un vecteur qui
en permet le ciblage vers certaines cellules, et I'interna-
lisation dans les cellules en question.

[0002] Le développement récent des méthodes opti-
ques d’'imagerie de fluorescence in vivo du petit animal
ouvre de nouveaux horizons pour 'imagerie fonctionnel-
le. Il est maintenant possible de suivre en temps réel et
de fagon non invasive le devenir de molécules lumines-
centes, leur biodistribution, d’établir un diagnostic et
d’évaluer I'effet d’une thérapeutique grace a ces molé-
cules. Les avantages de I'imagerie optique par rapport
aux autres techniques d’imagerie fonctionnelle (IRM,
PET, SPECT) sont les suivants :

- pas de manipulation de molécules radioactives et
des contraintes quiy sont liées (radioprotection, ges-
tion des déchets, source synchrotron pour les mar-
queurs PET),

- faible codt de l'instrumentation,

- bonne sensibilité par rapport a I'lmagerie par Réso-
nance Magnétique (IRM) en termes de quantité de
marqueur injectée.

[0003] Actuellement, I'imagerie optique fonctionnelle
est essentiellement réalisée en utilisant des marqueurs
luminescents greffés a un ligand biologique permettant
de cibler certaines zones du sujet (organes, cellules, tu-
meurs...).

[0004] Différents marqueurs luminescents ont été dé-
veloppés pour ce type d’imagerie. En premier lieu, on
peut citer les sondes a base de fluorophores organiques.
Le premier marqueur utilisé, I'ICG (Indo Cyanin Green),
a été employé tres tot « nu » (injection du fluorophore
seul), pour imager/visualiser la vascularisation et la cir-
culation dans les vaisseaux sanguins ; ces fluorophores
organiques ont ensuite été greffés sur des protéines ou
des anticorps pour cibler différentes cellules (Folli, Wes-
terman et al. 1994 ; Neri, Carnemolla et al. 1997 ; Ballou,
Fisher et al. 1995; Ballou, Fisher et al. 1998 ; Becker,
Riefke etal. 2000). Cependant, le couplage a ces grosses
molécules présente des inconvénients pour le ciblage et
la pharmaco-cinétique (Bugaj, Achilefu et al. 2001) ; en
conséquence, la fonctionnalisation de fluorophores par
de petits peptides a récemment été préférée (Achilefu,
Dorshow et al. 2000; Bugaj, Achilefu et al. 2001 ; Licha,
Hessenius et al. 2001 ; Becker, Hessenius et al. 2001).
[0005] Un deuxiéme type de marqueurs pour I'image-
rie de fluorescence in vivo est la classe des sondes a
base de nanocristaux semi-conducteurs luminescents
(Michalet, Pinaud et al. 2005). L’inconvénient majeur de
ces marqueurs est leur mauvaise pharmaco-cinétique,
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qui nécessite un enrobage chimique spécial (Ballou, La-
gerholm et al. 2004; Gao, Cui et al. 2004). Une seule
publication est parue jusqu’a présent concernant de tels
marqueurs luminescents fonctionnalisés pour cibler des
tumeurs (Gao, Cui et al. 2004).

[0006] Lesmarqueurs présentés ci-dessus présentent
toutefois une limitation majeure liée au signal non spé-
cifique provenant des parties non ciblées du corps du
sujet. En effet, les ligands biologiques existants ne per-
mettent pas un ciblage a 100%, et la cinétique de ciblage
peut étre lente. De plus, pendant ce temps de fixation de
la sonde sur son récepteur, celle-ci commence déja a
étre métabolisée par 'organisme. Dans ces conditions,
l'intervalle de temps optimal pour I'observation du pro-
cessus biologique ciblé, c’est-a-dire I'intervalle de temps
pendant lequel le contraste zone d’intérét/reste du corps
de I'animal est le plus grand, peut étre court et difficile a
déterminer. De plus, le contraste zone d’intérét/reste du
corps du sujet obtenu reste faible. Ce probléme est en-
core plus crucial pour I'imagerie de fluorescence que
pour les autres techniques d’imagerie, car la trés impor-
tante diffusion de la lumiéere dans les tissus fait que le
niveau du signal non spécifique est trés élevé. Cela rend
ainsi toute méthode tomographique de localisation des
sondes difficile a mettre en oeuvre.

[0007] Pouraméliorer le ciblage, certaines équipes ont
proposeé, plutét que de greffer simplement le marqueur
luminescent a un ligand biologique permettant de cibler
la zone a imager, d’utiliser des vecteurs plus complexes.
Ainsi, I'utilisation de nanoparticules, telles des nanopar-
ticules de polymeéres (Weissleder, Tung et al. 1999; Bre-
mer, Tuhg et al. 2001) ou des nanocristaux semi-con-
ducteurs (jouant alors a la fois le role de vecteur et de
marqueur luminescent, (Michalet, Pinaud et al. 2005))
commence a étre répandue. Néanmoins, le greffage de
différentes entités sur ces nanoparticules est complexe ;
aussi, seules ont été proposées la fonctionalisation des
nanocristaux semi-conducteurs luminescents par une
entité de ciblage (Gao, Cui et al. 2004), et la fonctiona-
lisation de particules de polymere par une fonction d’ima-
gerie (Weissleder, Tung et al. 1999; Bremer, Tung et al.
2001). Josephson et al. (2002) décrit un vecteur com-
prenant une nanoparticule de type CLIO relié a un fluo-
rophore par un pont disulfure et un bras peptidique.
[0008] Récemment, deux chassis moléculaires, sus-
ceptibles de constituer des alternatives aux nanoparticu-
les pour porter des fonctions de ciblage et un marqueur
pour 'imagerie de fluorescence, ont été décrits (Boturyn,
Coll et al. 2004; Dumy, Favrot et al. 2004 ; Maison, Fran-
gioni et al. 2004). Le premier, appelé RAFT (Regiose-
lectively Addressable Functionalized Template), est un
cyclodécapeptide ; le second est un dérivé de 'adaman-
tane.

[0009] Une autre approche pour diminuer le bruit de
fond lors de I'utilisation de sondes fluorescentes consiste
a utiliser des sondes « activables » spécifiquement dans
certaines cellules.

[0010] Le principe des sondes activables de premiere
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génération est d'utiliser un polymére PEG/poly-lysine
comme vecteur (Weissleder, Tung et al. 1999). Un fluo-
rophore Cy5.5 est lié au squelette du polymere par un
bras pendant. Le rapport du nombre de fluorophores par
unité de polymeére est optimisé de telle fagcon que les
Cy5.5 soient suffisamment proches pour que leur fluo-
rescence soit auto-inhibée, et que la sonde soit initiale-
ment trés faiblement fluorescente. Certaines enzymes,
notamment surexprimées dans certains modéles de tu-
meurs, sont capables de couper le squelette du polymeé-
re. Sous l'action de ces enzymes, les fluorophores se
retrouvent donc séparés et capables d’émettre. Par
exemple, Weissleder et al. mesurent avec cette sonde
un signal de fluorescence 80 fois plus élevé dans un mo-
dele de tumeur que dans le sang, alors que la concen-
tration en sondes y est 10 fois plus faible (Weissleder,
Tung et al. 1999).

[0011] Ladeuxiéme génération des sondes activables
adapte le principe pour I'imagerie spécifique d’'une acti-
vité enzymatique protéolytique (i.e., capable de couper
une protéine) (Bremer, Tung et al. 2001). Cette fois-ci,
le bras pendant entre le squelette polymérique et le fluo-
rophore est un bras peptidique, spécifique de I'activité
enzymatique a imager. Ainsi, le peptide utilisé variera
suivant que I'on souhaite imager l'activité de la MMP2
(Bremer, Tung et al. 2001), de la cathepsine D (Tung,
Bredow et al. 1999; Tung, Mahmood et al. 2000), ou I'ac-
tivation de la thrombine dans le sang (Tung, Gerszten et
al. 2002).

[0012] Plus récemment, ce groupe a utilisé le principe
non plus d’auto-inhibition de la fluorescence d’'un méme
fluorophore, mais d’inhibition de la fluorescence d'un
fluorophore par un autre inhibiteur (Pham, Choi et al.
2005). Ces processus photophysiques et photochimi-
ques sont bien connus de ’homme du métier et sont dé-
crits par exemple dans 'ouvrage de J. Lakowicz (Lakowi-
cz 1999). lls sont utilisés pour imager une activité
enzymatique : aprés clivage enzymatique du bras pep-
tidique, le fluorophore et son inhibiteur sont séparés et
le fluorophore peut alors émettre (Pham, Choi et al.
2005).

[0013] Les sondes proposées dans ces travaux sont
donc des sondes non fluorescentes initialement, et dont
la fluorescence se déclenche uniquementdans les zones
ou existe I'activité enzymatique pourl'imagerie de laquel-
le elles ont été architecturées. Cependant, ces sondes
présentent les inconvénients suivants :

- elles sont limitées a imager une activité enzymati-
que, et le principe utilisé ne peut étre élargi pour
détecter d’autres processus biologiques, tels que la
reconnaissance d’un récepteur par un ligand,

- un bras peptidique clivable enzymatiquement doit
étre déterminé pour chaque enzyme dont on sou-
haite imager l'activité,

- ces sondes ne vont pas a priori dans des zones lo-
calisées de I'animal, et ainsi peuvent conduire a un
signal non voulu. Par exemple, les sondes pour
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l'imagerie de I'activité enzymatique de la MMP2 ou
de la cathepsine D ont été utilisées pour imager des
tumeurs surexprimant ces enzymes. Néanmoins, le
bras peptidique de ces sondes peut étre coupé par
d’autres protéases. En outre, en 'absence de cibla-
ge, la quantité de sondes a utiliser est importante.

[0014] I existe donc aujourd’hui un réel besoin d’un
vecteur d’'imagerie ciblé, qui soit tel que le bruit de fond
dans les régions non ciblées soit nul ou quasi-nul, et que
l'intensité du signal d’émission, au niveau de la zone de
ciblage, soit indépendante d’une activité enzymatique
spécifique (présente uniquement dans certains types
cellulaires, ou de niveau variable selon les cellules), afin
d’obtenir une image reflétant fidélement le ciblage lui-
méme. Le but de la présente invention est de fournir des
outils d’imagerie remédiant a au moins une partie des
inconvénients des vecteurs actuels, tels qu’exposés ci-
dessus.

[0015] Pour cela, les inventeurs ont mis au point un
systéme moléculaire permettant I'activation d’une fonc-
tion d’imagerie dans le milieu intracellulaire de toute cel-
lule eucaryote. Le couplage d’un tel systéme a un vecteur
ciblé qui est internalisé dans les cellules cibles, permet
que le signal d’émission ne se déclenche qu’aprés
qu’une cellule cible ait été atteinte.

[0016] Un premier objet de I'invention est donc un vec-
teur biologique ciblé, comprenant un cyclodécapeptide
RAFT, auquel est liée une fonction d’imagerie activable
dans le milieu intracellulaire, et tel que la fonction d’ima-
gerie est activée par un mécanisme ubiquitaire. Par
« mécanisme ubiquitaire », on entend ici un mécanisme
qui se produit dans le milieu intracellulaire de toute cellule
eucaryote. Dans ce qui suit, une « fonction d’'imagerie »
désignera la fonction elle-méme, mais également, par
abus de langage, les moyens (fluorophores, particules
luminescentes, ...) permettant d’obtenir cette fonction.
De méme, une « fonction de ciblage » peut désigner les
moyens utilisés pour le ciblage (ligands, anticorps, ...).
Un vecteur biologique ciblé comportant une fonction
d’imagerie peut également étre appelé « sonde ».
[0017] Selon I'invention, la fonction d'imagerie activa-
ble est assurée par un fluorophore F relié a un inhibiteur
de fluorescence par un bras clivable dans le milieu intra-
cellulaire. L’internalisation du vecteur, suite a sa liaison
a la cellule cible, entrainera le clivage du bras reliant
I'inhibiteur de fluorescence au fluorophore, et donc l'ac-
tivation de la fluorescence. La figure 1 illustre ce mode
de réalisation de l'invention. La sonde selon l'invention
y est représentée par la formule « Vecteur-R1-X-Y-R2 »,
ou « Vecteur » désigne le vecteur ciblé, R1 et R2 sont
des groupes contenant chacun un fluorophore ou un in-
hibiteur de fluorescence, et X-Y représente la liaison cli-
vable en milieu intracellulaire. Un groupement Z, sym-
bolisant une drogue (molécule thérapeutique par exem-
ple) est, le cas échéant, fixé a Y et/ou a R2. En outre,
les groupes R1 et R2 peuvent comprendre un groupe
chimique de liaison permettant I'attache dudit fluoropho-
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re ou inhibiteur de fluorescence au vecteur ou au bras
clivé (ou éventuellement a la drogue Z), et, le cas
échéant, un espaceur chimique permettant de diminuer
les interactions stériques entre le vecteur et/ou le bras
clivé d’'une part, et le fluorophore et/ou I'inhibiteur de fluo-
rescence d’autre part. Dans la suite du présent texte, les
notations R1, R2, X, Y et Z conservent cette signification.
[0018] Atitre d’exemples de fluorophores F utilisables,
on peut citer :

- un fluorophore organique : de nombreux fluoropho-
res sontcommercialisés chez différents fournisseurs
(Sigma-Aldrich, Molecular Probes, FluoProbes...).
Ces fluorophores peuvent étre, entre autres, des
fluorescéines, des coumarines, des bodipys, des
porphyrines, des cyanines, des rhodamines, des
oxazines. Cette liste n’est pas exhaustive.

- desnanoparticules (nanocristaux semi-conducteurs
(quantum dots), nanoparticules d’or, nanoparticules
a base de polymeéres, nanoparticules d’oxydes...)
ayant des propriétés d’émission. Cette liste n’est pas
exhaustive.

[0019] Ces fluorophores peuvent étre liés au vecteur
et/ou au bras clivable notamment par des fonctions ami-
de, ester, thioéther ou thioester. Comme mentionné ci-
dessus, un bras espaceur entre le vecteur et/ou le bras
clivable et le fluorophore peut étre également présent,
notamment pour diminuer une éventuelle inhibition de la
fluorescence du fluorophore par le vecteur et/ou le bras
clivable.

[0020] A titre d’'inhibiteurs de fluorescence non fluo-
rescents, on peut citer :

- une molécule organique : Dabcyl et dérivés, famille
des BHQ (« Black Hole Quencher », Biosearch
Technologies), famille des QSY (Molecular Probes),
ouencore lafamille des CyQ (Amersham). Cette liste
n’est pas exhaustive. Deux fournisseurs au moins
proposent de telles molécules commercialement :
Biosearch Technologies et Molecular Probes,
Amersham Biosciences.

- des nanoparticules telles des nanocristaux semi-
conducteurs (« quantum dots »), des nanoparticules
d’or, des nanoparticules a base de polymeéres, des
nanoparticules d'oxydes. Cette liste n’est pas ex-
haustive.

[0021] Ces inhibiteurs de fluorescence peuvent étre
liés au vecteur et/ou au bras clivable par des fonctions
amide, ester, thioéther, thioester ou autre. Un bras es-
paceur entre le vecteur et/ou le bras clivable et I'inhibiteur
de fluorescence peut étre également présent.

[0022] Quelques exemples non limitatifs de structures
de fluorophores et d’inhibiteurs de fluorescence sont re-
présentés a la figure 3.

[0023] Le bras reliant I'inhibiteur de fluorescence et le
fluorophore est de préférence clivable dans le milieu in-
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tracellulaire de toute cellule. Le clivage de la liaison X-Y
peut étre par exemple une réaction acido-basique, redox,
organomeétallique, catalysée par une enzyme ou non. Se-
lon l'invention, le bras clivable en milieu intracellulaire
comporte un pontdisulfure. Un exemple de bras pouvant
étre utilisé comporte un pont disulfure entre deux cystéi-
nes (X=Y=Cys, la liaison entre les deux cystéine étant
une liaison S-S et non une liaison peptidique, la liaison
X-Y étant alors notée Cys-S-S-Cys). Un autre exemple
est un bras qui est simplement constitué de deux atomes
de soufre (X=Y=S). Lorsque le bras clivable comprend
un pont disulfure, le clivage est catalysé enzymatique-
ment par les thiorédoxines, dans les lysosomes et endo-
somes des cellules (Arunachalam, Phan et al. 2000). Les
thiorédoxines sont des petites protéines impliquées dans
la régulation redox intracellulaire, et donc dans de nom-
breux processus fondamentaux (réponse au stress,
apoptose...). Elles réduisent tous les ponts disulfure des
protéines entrant dans la cellule, mais ne détruisent pas
la liaison peptidique entre les acides aminés, contraire-
ment aux protéases. Elles sont présentes dans toutes
les cellules de tous les organismes.

[0024] Selon un mode de réalisation préféré des vec-
teurs selon l'invention, le ciblage est assuré par au moins
un ligand biologique reconnu par un récepteur surexpri-
mé a la surface de certaines cellules. Les ligands biolo-
giques permettant de cibler spécifiquement certaines
cellules peuvent étre :

- des peptides, par exemple le peptide RGD, ou leurs
dérivés ou leurs analogues (ex : le peptide octéotra-
te, analogue de la somatostatine, un analogue de la
bombésine, de la neurotensine, 'EGF, le VIP...),

- des protéines, des anticorps, ou leurs dérivés ou
leurs analogues,

- des sucres, notamment des monosaccharides (ex :
glucose, galactose, glucosamine ou galactosami-
ne), des oligosaccharides, des polysaccharides, ou
leurs dérivés ou leurs analogues,

- des oligonucléotides, ADN, ARN, leurs dérivés ou
leurs analogues,

- des molécules organiques (telles que le folate ou le
pamidronate biphosphonaté),

- des complexes organométalliques.

[0025] Leur activité de ciblage est due a la reconnais-
sance moléculaire de ces ligands par des récepteurs su-
rexprimés a la surface des cellules de la zone d’intérét.
[0026] Des ligands particulierement préférés pour
mettre en oeuvre l'invention sont par exemple des pep-
tides comportant le motif RGD, tels que le cyclo(RGDfK),
le cyclo(RGDyK) ou le cyclo(RGDfV). Ces peptides re-
connaissentl'intégrine o, B3, qui est surexprimée ala sur-
face des cellules tumorales et des cellules endothéliales
lors de la néoangiogénése tumorale. L'utilisation de ces
ligands dans les vecteurs selon I'invention permet donc
d’imager les tumeurs et leur vascularisation - et, le cas
échéant, de délivrer une drogue a ce niveau. Un autre
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ligand préféré est par exemple un peptide comportant le
motif NGR décrit par Curnis et al. (Curnis, Arrigoni et al.
2002), lequel cible également les néo-vaisseaux.
[0027] Selon un mode de réalisation particulier de I'in-
vention, le vecteur peut comporter un ou plusieurs mar-
queur(s) pour une autre modalité d'imagerie que I'ima-
gerie de fluorescence, en plus de cette derniére. Ces
marqueurs peuvent étre greffés a la surface du vecteur.
De tels marqueurs peuvent étre :

- des chélates de gadolinium, des nanoparticules
d’oxyde de fer, ou d’autres agents de contraste pour
I'IRM, connus de 'hnomme du métier ;

- des molécules radiomarquées, par exemple par
du 99Tc, du "1In, du 18F, du 11C ou du 130, utilisés
comme agents de contraste pour 'imagerie nucléai-
re et connus de ’homme du métier.

[0028] Selon un mode de réalisation particulier de I'in-
vention, le vecteur est en outre capable de délivrer une
drogue Z. Cette drogue peut étre accrochée au vecteur
ou au bras clivable par différents groupes chimiques (par
exemple : fonctions acide, ester, thioéther ou thioester)
via éventuellement un bras espaceur. Elle peut égale-
ment étre liée au vecteur par un bras clivable tel que les
bras X-Y précédemment décrits, ou par un autre bras
clivable chimiquement ou clivable par un autre processus
(activation lumineuse, ultrasons, radio fréquence...).
Lorsque la drogue est soit reliée au vecteur par le méme
bras clivable que celui contenu dans la fonction d’ima-
gerie, soit elle-méme marquée par le fluorophore ou l'in-
hibiteur de fluorescence de la fonction d’'imagerie, I'acti-
vation de la fonction d'imagerie démontre également la
délivrance de la drogue.

[0029] Par « drogue », on entend ici toute molécule
susceptible d’avoir un effet sur la cellule dans laquelle
elle sera délivrée. Cet effet est de préférence thérapeu-
tique pour le sujet auquel elle est administrée. A titre
d’exemples de drogues Z utilisables dans le cadre de
I'invention, on peut citer :

- une molécule thérapeutique déja identifi€¢e comme
telle (exemple : taxol, doxorubicine, paclitaxel...)

- un ADN ou un oligonucléotide naturel ou synthéti-
que, par exemple un siARN destiné a inhiber la syn-
thése d’'une protéine,

- unpeptide ou une protéine naturel(le) ou synthétique
(obtenu suivant les techniques de 'homme du mé-
tier, par digestion enzymatique ou par synthése sur
support solide par exemple),

- un monosaccharide, oligosaccharide ou polysac-
charide ou dérivés et analogues.

[0030] Selon un mode de réalisation particulier de I'in-
vention, la fonction d’'imagerie activable est assurée par
un fluorophore F relié a un inhibiteur de fluorescence par
un bras clivable dans le milieu intracellulaire, de telle sor-
te qu'aprés clivage dudit bras clivable, I'inhibiteur reste
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lié au vecteur et le fluorophore reste lié a la drogue Z.
Suivant la notation utilisée dans la figure 1 et explicitée
ci-dessus, cela implique que ladrogue Z est liée au grou-
pe R2et/oua.

[0031] Plusieurs configurations de ce mode de réali-
sation, ou du mode de réalisation « Vecteur-R1-X-Y-
R2 » en'absence de drogue Z, peuvent étre envisagées
et aisément mises en oeuvre par ’homme du métier, sui-
vant I'application choisie. Ces différentes configurations
sont illustrées a la figure 1C, et sont parties intégrantes
de l'invention.

[0032] Dans le cas illustré a la figure 1C.1, le fluoro-
phore F est sur le groupe R1, et R2 comprend un inhibi-
teur non fluorescent de la fluorescence de F (R2 peut
étre limité a cet inhibiteur). On obtient alors, apres acti-
vation de lafonction d’imagerie, un marquage fluorescent
du vecteur, quipermet de visualiser le ciblage de la sonde
et de suivre la biodistribution du vecteur lui-méme.
[0033] La figure 1C.2 il.lustre le cas ou le fluorophore
F est surle groupe R2, et ou un inhibiteur non fluorescent
de la fluorescence de F est sur R1. On obtient alors,
apres activation de la fonction d’imagerie, un marquage
fluorescent du produit clivé R2-Y ou R2-Y-Z ou Y-R2-Z,
qui permetde visualiser le ciblage de la sonde et de suivre
la biodistribution du produit clivé et donc, le cas échéant,
de la drogue Z délivrée.

[0034] Dans le cas ou le méme fluorophore F est sur
le groupe R1 et sur le groupe R2, F doit étre un fluoro-
phore dont la fluorescence peut s’auto-inhiber. C’est le
cas par exemple des fluorophores de la famille des cya-
nines. L’activation de la fonction d’imagerie permet alors
de visualiser le ciblage de la sonde et de suivre le vecteur
et le produit clivé, sans distinction. La fluorescence libé-
rée est dans ce cas potentiellement deux fois plus im-
portante que dans les cas exposés ci-dessus et illustrés
ala figure 1C.1 et 1C.2.

[0035] Il est également possible d’utiliser, comme in-
hibiteur de fluorescence, un deuxieme fluorophore. Dans
ce cas, les deux fluorophores F1 et F2 (avec F1 = F2)
sont choisis tels que le fluorophore F1, excité a sa lon-
gueur d’'onde d’excitation A.,(1), a initialement sa fluo-
rescence inhibée par le fluorophore F2 par le processus
de transfert d’énergie bien connu de 'lhomme du métier
(Lakowicz 1999). Il n’y a alors initialement qu’un signal
d’émission & la longueur d’'onde d’émission de F2, A,
(2), et non a la longueur d’'onde d’émission de F1, Ay,
(1) (Figure 2). L’activation de I'activité d’'imagerie se tra-
duit par I'’émission d’un’signal a la longueur d’onde
d’émission de F1, A, (1) lors de I'excitation & Agy.(1).
[0036] Dans le cas, illustré a la figure 1C.3, ou le fluo-
rophore F1 est sur le groupe R1 et le fluorophore F2 est
sur le groupe R2, ce signal indique le ciblage de la sonde
et permet de visualiser la biodistribution du vecteur en
excitant le systéme a la longueur d’'onde d’excitation de
F1 Xexc(1) et en détectant le signal & la longueur d’onde
d’émissionde F1,,(1), etde visualiser la biodistribution
du produit clivé en excitant le systéme a lalongueur d’on-
de d’excitation de F2 A,.(2) et en détectant le signal a
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la longueur d’'onde d’émission de F2 A,,(2) (Figure 2).
L’excitation & la longueur d’'onde d’émission de F1 A,
(1), et la détection & A,,(2), permet en outre de suivre
la biodistribution de la sonde avant I'activation de la fonc-
tion d’imagerie (Figure 2). Une telle configuration pré-
sente donc I'avantage de suivre a la fois la biodistribution
de la sonde (en excitant & A,,.(2), et en observant a A,
(2)), et I'activation de la fonction d’imagerie (en excitant
ahgyc(1), etenobservanta i, (1)) (Figure 2). C’estdonc
I'une des configurations les plus avantageuses de l'in-
vention.

[0037] Lesroles de F1 et F2 peuvent étre inversés, a
savoir que F1 et F2 peuvent étre choisis tels que le fluo-
rophore F2, excité & sa longueur d’onde d’excitation Ag,
(2), a initialement sa fluorescence inhibée par le fluoro-
phore F1. L’activation de la fonction d’imagerie conduira
au méme résultat, a savoir visualiser le ciblage de la son-
de, et visualiser la biodistribution du vecteur en excitant
le systéme a la longueur d’'onde d’excitation de F1 Ay,
(1) et en détectant le signal a la longueur d’'onde d’émis-
sion de F1 A,,(1), et visualiser la biodistribution du pro-
duit clivé en excitant le systéme a la longueur d’onde
d’excitation de F2 A, (2) et en détectant le signal a la
longueur d’'onde d’émission de F2 A,,(2).

[0038] L’invention porte donc également sur I'utilisa-
tion d’'un vecteur tel que décrit ci-dessus (configuration
avec deux fluorophores F1 et F2), pour délivrer une dro-
gue, par exemple une molécule thérapeutique, et suivre
simultanément la biodistribution du vecteur et de la dro-
gue en question. Cette configuration, ainsi que celle ou
R2 comprend un fluorophore F et R1 un inhibiteur pur de
fluorescence, peuvent aussi étre utilisées avantageuse-
ment pour suivre en temps réel la biodistribution d'une
drogue. Par « inhibiteur pur », on entend ici un inhibiteur
de fluorescence qui est lui-méme non fluorescent.
[0039] De préférence, un vecteur selon la présente in-
vention est électriquement neutre avant activation de la
fonction imagerie. En effet, une molécule neutre pénetre
plus facilement dans la cellule qu'une molécule chargée.
Ainsi, dans les exemples qui suivent, le vecteur RAFT-
Cy5-Cys-S-S-Cys-Q pénetre mieux dans les cellules que
le vecteur RAFT-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5. Il est par
ailleurs avantageux que les deux molécules issues du
clivage du bras X-Y soient chargées, car les molécules
chargées restent plus facilement dans le milieu intracel-
lulaire. Ainsi, dans I'exemple décrit plus loin, le clivage
du pont disulfure du vecteur RAFT-Cy5-Cys-S-S-Cys-Q
(RAFT étant en outre lié a un ligand neutre assurant le
ciblage, etl'inhibiteur Q pouvant étre couplé a une drogue
électriquement neutre) donne deux entités moléculaires
de charges opposées.

[0040] Selon un mode de réalisation préféré des vec-
teurs de l'invention, la fonction d'imagerie est donc as-
surée par une cyanine, par exemple le fluorophore Cy5,
relié par un pont disulfure a un inhibiteur de sa fluores-
cence.

[0041] Les résultats présentés dans la partie expéri-
mentale ci-dessous montrent qu’un vecteur selon l'inven-
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tion posséde des propriétés pharmacocinétiques telles
que la réponse en imagerie, au niveau de la zone ciblée,
est croissante dans le temps (figure 12), au moins pen-
dantla premiére heure suivantI'injection du vecteur. Ceci
est lié aux moins en partie au fait que I'activation de la
fluorescence a lieu dans le milieu intracellulaire, donc
uniquement aprés que le vecteur ait atteint une cellule
cible et ait été internalisé. L'utilisation d’'un pont disulfure,
de telle sorte que le clivage de la liaison S-S entraine
I'activation de la fonction imagerie, permet une bonne
cinétique d’apparition du signal. Les figures 5, 6, 10 et
11 montrent que la cinétique de clivage chimique du pont
disulfure par le 2-mercaptoéthanol (2-MCE) est lente,
malgré la concentration élevée en 2-MCE. Le clivage est
encore plus lent dans la cellule, car la concentration en
enzyme est faible. Ceci entraine une montée lente de
l'intensité du signal, qui demeure longtemps et permet
I’élimination de la sonde non-ciblée pendant ce temps,
ce quifavorise la spécificité. Cette propriété des vecteurs
de l'invention est particulierement avantageuse, car elle
donne au praticien une plus grande liberté de manoeuvre
pour acquérir 'image - spécifique de la zone ciblée - dans
de bonnes conditions. Cette propriété des vecteurs dé-
crits ici est donc un aspect important de l'invention.

[0042] Les exemples et figures présentés ci-dessous
a titre non limitatif permettront de mettre en évidence
certains avantages et caractéristiques, ainsi que d’autres
dispositions avantageuses de la présente invention.

LEGENDE DES FIGURES:
[0043]

Figure 1 : cette figure décrit le principe de l'inven-
tion. La sonde comporte initialement au moins un
ligand biologique pour le ciblage (elle peut en com-
porter plusieurs), et une fonction d’imagerie inacti-
vée. Elle peut en outre comporter une fonction de
délivrance de drogue.

La figure 1A décrit le principe du ciblage de la
zone du sujet a imager par I'objet de 'invention.
Le ciblage est obtenu par la fonctionnalisation
du vecteur par un ligand biologique spécifique
des cellules de la zone a cibler.

La figure 1B décrit le processus conduisant a
I'activation de la fonction d’imagerie de I'objet
del'invention. Aprés reconnaissance moléculai-
re entre les cellules de la zone ciblée et le ligand
biologique porté par le vecteur, la sonde est in-
ternalisée dans les cellules. L'internalisation de
la sonde dans les cellules déclenche 'activation
de la fonction d’imagerie (i.e., la fluorescence).
La figure 1C décrit la fonction d'imagerie. Celle-
ci comprend au moins un fluorophore F (soit sur
le groupe R1, soit sur le groupe R2), un bras X-
Y clivable enzymatiquement en milieu intracel-
lulaire, et un inhibiteur de fluorescence (soit sur
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le groupe R1, soit sur le groupe R2). Ce dernier
peut-étre soit un inhibiteur de fluorescence non
fluorescent, soit un autre fluorophore. Dans ce
dernier cas, il peut s’agir du méme fluorophore
que F (si F est un fluorophore s’auto-inhibant),
ou d’un autre fluorophore pouvant absorber le
rayonnement émis par F et le réémettre a une
autre longueur d’onde. Cette fonction d’'imagerie
peut en outre comprendre une autre fonction-
nalité, telle que la présence d’une drogue Z, de
préférence greffée sur la partie clivable de la
sonde (i.e., Y-R2). Dans le milieu intracellulaire,
le bras clivable X-Y est coupé, séparant le vec-
teur lié au groupe R1-X, du produit R2-Y (ou R2-
Y-Z ou Y-R2-Z).

Figure 2 : Cas ou le fluorophore F1 est sur le groupe
R1 et le fluorophore F2 est sur le groupe R2, F1 #
F2, F1 etF2choaisis tels que le fluorophore F1, excité
a sa longueur d’'onde d’excitation A, (1), a initiale-
ment sa fluorescence inhibée par le fluorophore F2
par le processus de transfert d’énergie bien connu
de ’homme du métier (Lakowicz 1999). Il n’y a alors
initialement qu’'un signal d’émission a la longueur
d’onde d’émission de F2, A,,(2), etnonalalongueur
d’onde d’émissionde F1, A, (1). L'activationde I'ac-
tivité d’imagerie se traduit par I'émission d’un signal
a la longueur d’onde d’émission de F1, A,,,(1). Ce
signal indique le ciblage de la sonde et permet de
visualiser la biodistribution du vecteur en excitant le
systéme a la longueur d’'onde d’excitation de F1 Ay,
(1) et en détectant le signal a la longueur d’'onde
d’émission de F1 A,,(1), et de visualiser la biodis-
tribution du produit clivé en excitant le systéme a la
longueur d’onde d’excitation de F2 A4, (2) et en dé-
tectant le signal a la longueur d’'onde d’émission de
F2 Aem(2).

Figure 3 : Structure de quelques fluorophores et in-
hibiteurs (quenchers) commerciaux pouvant étre uti-
lisés pour réaliser l'objet de [linvention. A:
Fluorophore : Cy5 (n=2) ou Cy7 (n=3) ester N-hy-
droxysuccinimidyl, Amersham. B: Quencher:
QSY™ 21 ester N-hydroxysuccinimidyl, Molecular
Probes. C : Fluorophore : NIR 700 - acide carboxy-
lique, Fluka. D : Quencher : Cy7Q - ester N-hydroxy-
succinimidyl, Amersham/GE Healthcare. Cette figu-
re n’est pas exhaustive des composés utilisables se-
lon l'invention.

Figure 4 : Structure chimique des fonctions d’ima-
gerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 (A) et Cy5-Cys-S-S-
Cys-QSY21 (B).

Figure 5 : Absorption et fluorescence de la fonction
d’imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 avant et aprés cli-
vage chimique du pont disulfure par le 2-mercaptoé-
thanol (2-MCE). A. Spectre d’absorption et son évo-
lution temporelle lors de I'ajout de 2-MCE. B. Mise
en évidence que I'ajout de 2-MCE conduit au recou-
vrement total du spectre d’absorption de Cy5. C.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Evolution temporelle de la fluorescence de la fonc-
tion d’'imagerie lors de I'ajout de 2-MCE. D. Mise en
évidence que 'ajout de 2-MCE conduit au recouvre-
menttotal de la fluorescence de Cy5. (fonction d’'ima-
gerie a 0.35 pM dans du Tris-HCI 10 mM pH 7.5, [2-
MCE] = 70 mM).

Figure 6 : Absorption et fluorescence de la fonction
d’imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 avant et apres
clivage chimique du pont disulfure par le 2-mercap-
toéthanol (2-MCE). A. Spectres d’absorption et leur
évolution temporelle lors de I'ajout de 2-MCE. B. Mi-
se en évidence que I'ajout de 2-MCE conduit au re-
couvrement total du spectre d’absorption de Cy5 et
QSY21. C. Evolution temporelle de la fluorescence
de la fonction d’'imagerie lors de I'ajout de 2-MCE.
D. Mise en évidence que I'ajout de 2-MCE conduit
au recouvrement total de la fluorescence de Cy5.
(fonction d’imagerie a 0.35 wM dans du Tris-HCI 10
mM pH 7.5, [2-MCE] = 70 mM).

Figure 7 : Evolution de lafluorescence des fonctions
d’'imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et Cy5-Cys-S-S-
Cys-QSY21=0.4 pMincubées dans le sang de sou-
ris. Les symboles pleins représentent la fluorescen-
ce mesurée dans le surnageant juste aprés centri-
fugation des échantillons prélevés au bout de diffé-
rents intervalles de temps d’incubation. Les symbo-
les vides représentent la fluorescence mesurée sur
ces mémes échantillons, 1h aprés ajout de 2-merc-
patoéthanol (70 mM). Ces derniéres courbes per-
mettent donc d’évaluer la proportion de la fonction
d’imagerie adsorbée sur les protéines sanguines.
Figure 8 : Fluorescence des fonctions d’imagerie
Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et  Cy5-Cys-S-S-Cys-
QSY21 20 minutes aprés injection par voie intravei-
neuse dans des souris nude anesthésiées. L’acqui-
sition des images se fait avec un dispositif d'imagerie
de fluorescence parréflectance (FRI = Fluorescence
Reflectance Imaging), comportant comme source
d’excitation une couronne de LEDs munies de filtres
interférentiels, émettant a 633 nm (puissance
d’éclairement 50 wW.cm™2). Les images sont re-
cueillies apres filtration par un filtre coloré RG665 de
densité optique >5 a la longueur d’onde d’excitation
par une caméra CCD (Orca BTL, Hamamatsu) avec
un temps d’exposition de 100 ms.

Figure 9: Structure chimique des molécules
RAFT-(cRGD),-F ou F représente les fonctions
d’'imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 (A) et Cy5-Cys-
S-S-Cys-QSY21 (B).

Figure 10 : Absorption etfluorescence de lafonction
d’'imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 greffée sur le
RAFT-(cRGD), avant et aprés clivage chimique du
pont disulfure par le 2-mercaptoéthanol (2-MCE). A.
Spectre d’absorption et son évolution temporelle lors
de I'ajout de 2-MCE. B. Mise en évidence que I'ajout
de 2-MCE conduit au recouvrement total du spectre
d’absorption de Cy5. C. Evolution temporelle de la
fluorescence de la fonction d’'imagerie lors de I'ajout
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de 2-MCE. D. Mise en évidence que I'ajout de 2-
MCE conduit au recouvrement total de la fluorescen-
ce de Cyb5. (fonction d’imagerie a 0.5 wM dans du
PBS 10 mM pH 7.2, [2-MCE] = 85 mM).

Figure 11 : Absorption et fluorescence de lafonction
d’imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 greffée sur le
RAFT-(cRGD), avant et aprés clivage chimique du
pont disulfure par le 2-mercaptoéthanol (2-MCE). A.
Spectre d’absorption et son évolution temporelle lors
de I'ajout de 2-MCE. B. Mise en évidence que I'ajout
de 2-MCE conduit au recouvrement total du spectre
d’absorption de Cy5. C. Evolution temporelle de la
fluorescence de la fonction d’'imagerie lors de I'ajout
de 2-MCE. D. Mise en évidence que I'ajout de 2-
MCE conduit au recouvrement total de la fluorescen-
ce de Cy5. (fonction d'imagerie a 0.10 uM dans du
PBS 10 mM pH 7.2, [2-MCE] = 85 mM).

Figure 12 : Résultats de l'injection in vivo des son-
des moléculaires RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-
Cys-Cy5, RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY-
21, et RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys (témoin)
dans des souris nude, imagées par un dispositif
d’imagerie de fluorescence (excitation 633 nm ; dé-
tection A> 670 nm). Injection intraveineuse de 10
nmol de sonde/souris, dans 100 p.L de PBS (pH 7.1,
9.5 mM) dans la queue des souris anesthésiées por-
tant sur le dos une tumeur sous-cutanée de type
IGROV-1 (10 108 cellules injectées sous-cutané 2
semaines avant imagerie). A. Intensité de fluores-
cence mesurée dans la tumeur au cours du temps.
B. Rapport des intensités de fluorescence mesurées
dans la tumeur et dans la peau au cours du temps.
C. Images obtenues 10 minutes et 5 h aprés injection
pour les différentes sondes moléculaires.

Figure 13 : Pénétration des marqueurs dans les cel-
lules, imagée par microscopie confocale a balayage
laser. Cellules HekB3 aprés 1 a 2 heures d’'incuba-
tion en présence dun témoin négatif RAF
(4cRAD)-Cy5 (1¢re colonne), en présence de RAFT
(4cRGD) -Cy5 (colonne 2), RAFT (4cRGD) -Cy5-
Cys-S-S-Cys-Cy5 (colonne 3), ou RAFT(4c-
RGD)-Cy5-Cys-S-S-Cys-Inhibiteur (colonne 4).
Figure 14 : Toxicité comparée des fonctions d’'ima-
gerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et Cy5-Cys-S-S-Cys-
Q. 10 mL de solution de Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 ou
de Cy5-Cys-S-S-Cys-Q (non greffés sur un vecteur),
aenviron 0.5 wM dans du PBS, sontincubés en pré-
sence de cellules TSA (environ 20.108 cellules/flas-
que). La solution est prélevée a différents intervalles
de temps.

EXEMPLES

Exemple 1 Un mode de réalisation de I'invention

[0044] Le mode de réalisation de l'invention décrit ci-
dessous repose sur I'utilisation :
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e du vecteur moléculaire RAFT décrit précédemment
(Boturyn, Coll et al. 2004; Dumy, Favrot et al. 2004).
L'utilisation du vecteur moléculaire RAFT apporte a
linvention des avantages particuliers qui sont les
suivants :

- sastructure moléculaire est définie précisément
et bien contrélée, contrairement a une sonde
polymérique pour laquelle seul le poids molécu-
laire moyen est déterminé.

- la sonde moléculaire obtenue peut étre aisé-
ment purifiée selon les techniques connues de
’homme du métier (CLHP par exemple), con-
trairement a une sonde polymeérique.

- cette sonde moléculaire est de plus petite taille
que d’autres nanoparticules, ce quifavorise son
internalisation dans les cellules.

¢ duligand biologique cRGD décrit précédemment. Le
cyclopeptide cRGD a été choisi comme ligand bio-
logique car il est connu depuis longtemps pour cibler
les récepteurs des intégrines o, 33 surexprimés a la
surface des cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins en développement (Brooks, Clark et al.
1994). Ces récepteurs sont notamment surexprimés
dans différents modéles de cellules cancéreuses.

e des fonctions d'imagerie Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et
Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 décrites ci-dessous. Ces
fonctions d’'imagerie utilisent le pont disulfure entre
deux cystéines (clivage catalysé enzymatiquement
par les thiorédoxines dans les lysosomes et endo-
somes des cellules (Arunachalam, Phan et al.
2000)), le fluorophore Cy5 commercialisé par
Amersham et l'inhibiteur de fluorescence QSY21
commercialisé par Molecular Probes.

Fonction d’imagerie Cystéine (Cy5)-S-S-Cystéine
(Cy5)

[0045] La structure chimique de cette molécule est re-
présentée Figure 4. Elle a été préparée a partir de la
cystéine (0.4 mg, 1.6 pwmol) et de I'ester activé N-hy-
droxysuccinimide de lacyanine 5 (2.8 mg, 3.5 umol) dans
une solution de DMF/H,0 (6:1) a pH 8.0. Le produit est
obtenu aprés une purification par CLHP sous forme de
poudre bleue (1.2 mg, 0.8 wmol, 50 %). La Figure 5 mon-
tre que la fluorescence des fluorophores Cy5 est bien
auto-inhibée initialement, et est complétement libérée
par clivage chimique du pont disulfure S-S.

Fonction d’imagerie Cystéine (Cy5)-S-S-Cystéine
(QSY21)

[0046] La structure chimique de cette molécule est re-
présentée Figure 4. Elle a été préparée a partir de Boc-
cystéine(Npys) (210 mg, 0.56 mmol). Le groupe Boc est
tout d’abord éliminé dans une solution de TFA /DCM (1 :
1) (138 mg, 0.5 mmol, 90 %). Puis a une solution de
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Cystéine (Npys) (1.7 mg, 6.3 pmol) on ajoute le N-hy-
droxysuccinimide de la Cyanine 5 (5 mg, 6.3 pmol) dans
une solution DMF/H,0 (9:1) & pH 8.0. Aprés purification
du composé, la CystéineOMe (6.1 mg, 6.1 umol) est
ajoutée et le pH ajusté a 7.0 dans I'eau. Une purification
par CLHP donne le composé Cy5-Cys-SS-CysOMe sous
forme de poudre bleue (2.4 mg, 2.5 wmol, 52 %). Ce
composeé (2.4 mg, 2.5 wmol) est alors repris avec I'ester
succinimide de QSY®21 (2 mg, 2.5 wmol) dans le DMF
a pH 8.0. Une purification par CLHP donne le produit
désiré sous forme de poudre bleue (2.2 mg, 1.3 pmol,
54 %). La Figure 6 montre que la fluorescence du fluo-
rophore Cy5 est bien inhibée initialement par le QSY21,
et est complétement libérée par clivage chimique du pont
disulfure S-S.

Validation biologique des fonctions d’imagerie

[0047] La Figure 7 montre que la fluorescence des
fonctions d’imagerie n’est pas libérée lors de leur circu-
lation dans le sang des souris. Elle montre aussi qu’aucu-
ne adsorption non spécifique de la fonction d’'imagerie
Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 n’a lieu sur les protéines san-
guines, alors que 25 % d’absorption se produit pour la
fonction Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5.

[0048] La Figure 8 confirme ces résultats : aprés in-
jection par voie intraveineuse des fonctions d’imagerie,
aucune fluorescence n’est observée, contrairement au
cas du fluorophore Cy5 non fonctionnalisé.

Synthése de la sonde moléculaire cystéine (Cy5)-S-
S-cystéine(Cy5)RAFTc[RGDfK-],

[0049] La Figure 9 donne la structure de la molécule
cystéine(Cy5)-S-S-cystéine(Cy5) RAFTC[RGDfK-],. Le
peptide Cystéine(Npys)RAFTc[-RGDfK]y (10 mg, 2.26
pmol) est repris dans 0.5 mL de DMF/PBS pH 4.8 3/1
avec la Cystéine (0.3 mg, 2.7 wmol). Le produit est purifié
par CLHP (5.3 mg, 53 %). Le peptide Cystéine-S-S-Cys-
téineRAFTc[-RGDfK], (3.5 mg, 0.79 pmol) est repris
dans 300 pL de DMF avec le N-hydroxysuccinimide de
la Cyanine 5 (1.9 mg, 2.4 pmol). Le produit final est purifié
par CLHP et obtenu sous forme de poudre bleue (2.4
mg, 54 %).

[0050] La Figure 10 montre que la fluorescence des
fluorophores Cy5 est bien auto-inhibée initialement, et
est completement libérée par clivage chimique du pont
disulfure S-S.

Synthése de la sonde moléculaire cystéine(Cy5)-S-
S-cystéine(QSY21)RAFTc[RGDfK-],

[0051] La Figure 9 donne la structure de la molécule
cystéine (Cy5)-S-S-cystéine (QSY21) RAFTc[RGDfK-],.
Le peptide Cystéine-S-S-BocCystéineRAFTc[RGDfK-],
(19.9 mg, 4.45 pmol) est repris dans 0.4 mL de DMF
avec le N-hydroxysuccinimide de la Cyanine 5 (3.1 mg,
3.91 pmol). Le solvant est éliminé sous pression réduite

15

20

25

30

35

40

45

50

55

11

puis le peptide Cystéine(Cy5)-S-S-BocCystéineRAFTc
[RGDfK-], est repris dans 6 mL de TFA/TIS/H,O
95/2.5/2.5 et purifié par CLHP et obtenu sous forme de
poudre bleue (11.5 mg, 51%). Le peptide Cystéine
(Cy5)-S-S-CystéineRAFTc[RGDfK-], est repris dans
300 p.L de DMF avec le N-hydroxysuccinimide de QSY21
(1.13 mg, 1.39 wmol) et purifié par CLHP et obtenu sous
forme de poudre bleue (1.2 mg, 20%).

[0052] La Figure 11 montre que la fluorescence du
fluorophore Cy5 est bien auto-inhibée initialement, et est
compléetement libérée par clivage chimique du pont di-
sulfure S-S.

Exemple 2 : Imagerie optique de tumeurs dans la
souris nude

[0053] Les vecteurs moléculaires RAFT-(cR-
GD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et RAFT-(cRGD),-Cy5-
Cys-S-S-Cys-QSY21 peuvent étre utilisés pour imager
spécifiquement les cellules endothéliales de tumeurs
sur-exprimant des récepteurs aux intégrines o, 35, telles
des cellules IGROV-1 (modéle de cancer ovarien hu-
main) implantées sous-cutanées dans une souris nude.
[0054] L’imagerie optique se fait par un dispositif
d’'imagerie de fluorescence commercial ou prototype.
Les sondes injectées par voie intraveineuse restent non
fluorescentes dans le corps de I'animal hors de la tumeur
(Figure 8). Aprées ciblage spécifique des tumeurs par le
ligand RGD, les sondes sont internalisées dans les cel-
lules tumorales. En milieu intracellulaire, les fonctions
d’'imagerie sont activées (Figure 12). L'objet de I'inven-
tion permet donc I'imagerie optique non invasive de tu-
meurs par un dispositif d'imagerie de fluorescence in vi-
vo. |l permet par conséquent de suivre I'évolution de tu-
meurs au cours du temps ou en réponse a un traitement
thérapeutique.

Modeles biologiques et injection des marqueurs

[0055] Les souris utilisées sont des souris nude femel-
les de 6 a 8 semaines, et maintenues sous conditions
sans pathogenes. Les cellules IGROV-1 (modéle de can-
cer ovarien humain) sont cultivées dans un milieu de cul-
ture RPMI 1640 comportant 1% de glutamine, 10% de
FCS, 50 U/mL des pénicilline, 50 pg/mL de streptomy-
cine. Les cellules sont maintenues a 37°C sous atmos-
phére humide avec 5% de CO,. 10 108 cellules sont in-
jectées en sous-cutané dans le dos des souris 2 semai-
nes avantinjection des vecteurs moléculaires RAFT-(cR-
GD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et RAFT-(cRGD),-Cy5-
Cys-S-S-Cys-QSY21. Ceux-ci sont injectés dans la
queue par voie intraveineuse dans 100 pL de PBS (pH
7.1, 9.5 mM), a des doses de 10 nmol/ souris.

Dispositif d’imagerie de fluorescence par réflectan-
ce

[0056] Les souris anesthésiées sont imagées avec un
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dispositif d'imagerie de fluorescence par réflectance (FRI
= Fluorescence Reflectance Imaging), comportant com-
me source d’excitation une couronne de LEDs munies
de filtres interférentiels, émettant a 633 nm (puissance
d’éclairement 50 pW.cm2). Les images sont recueillies
apres filtration par un filtre coloré RG665 de densité op-
tique >5 alalongueur d’onde d’excitation par une caméra
CCD (Orca BTL, Hamamatsu) avec un temps d’exposi-
tion de 100 ms. Les signaux sont quantifiés a I'aide d’un
logiciel de traitement d'images.

Résultats obtenus

[0057] Les résultats obtenus sont représentés sur la
Figure 12. Il apparait que les sondes activables
RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et RAFT-(cR-
GD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 conduisent a plus de si-
gnal dans la tumeur que la sonde RAFT-(cRGD),-Cy5-
Cys-S-S-cystéine, et conduisent a une apparition pro-
gressive du signal dans la tumeur, au fur et a mesure de
I'activation de la sonde (puis a son déclin par élimination),
alors que la sonde RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-cystéi-
ne conduit a un signal qui décroit trés rapidement au
cours du temps (Figure 12A). En conséquence, le con-
traste, c’est a dire le rapport de signal obtenu entre la
tumeur et la peau augmente en passant de la sonde
RAFT-(cRGD),-C-y5-Cys-S-S-cystéine aux sondes
RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et RAFT-(cR-
GD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 (Figure 12B).

[0058] Les fonctions d'imagerie décrites ici permettent
donc bien d’obtenir, par le fait que la fluorescence de la
sonde soit activée progressivement et de fagon ciblée
dans les tumeurs, un bruit de fond plus faible dans le
reste du corps de I'animal que la sonde classique ciblée
correspondante.

Exemple 3 : Comparaison des fonctions d’imagerie
Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 et Cy5-Cys-S-S-Cys-Q

[0059] La pénétration dans les cellule, des sondes
RAFT-(cRGD),-Cy5, RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-
Cys-Cy5 et RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21 a
été observée sur des cellules HekB3, aprés 1 a 2 heures
d’incubation. Les résultats, présentés alafigure 13, mon-
trent qu’avec la sonde RAFT-(cRGD),-Cy5, la fluores-
cence reste a la périphérie des cellules (colonne 2) ; les
cellules incubées avec RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-
Cys-QSY21 présentent un fluorescence nette a linté-
rieur des cellules (colonne 4), tandis qu’avec la sonde
RAFT-(cRGD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 (colonne 3), une
grande quantité de fluorescence est encore visible au
niveau de la membrane des cellules, ce qui prouve que
la sonde ne rentre pas bien. Ces résultats illustrent le fait
gu’une molécule neutre (en l'occurrence, RAFT-(cR-
GD),-Cy5-Cys-S-S-Cys-QSY21) pénétre mieux dans
les cellules qu'une molécule chargée.

[0060] La toxicité des fonctions d'imagerie Cy5-Cys-
S-S-Cys-Cy5 et Cy5-Cys-S-S-Cys-Q a été comparée.
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10 mL de solution de Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 ou de Cy5-
Cys-S-S-Cys-Q (non greffés sur un vecteur), a environ
0.5 wM dans du PBS, ont été incubés en présence de
cellules TSA (environ 20.108 cellules/flasque). La solu-
tion a été prélevée a différents intervalles de temps.
[0061] Les résultats sont présentés a la figure 14. On
observe que dans le cas du Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5, la
solution se trouble, ce qui se traduit par une diffusion
importante de la solution, donc une augmentation de I'ab-
sorbance, notamment a 800 nm, longueur d’onde pour
laquelle les molécules Cy5, Cy5-Cys-S-S-Cys-Q et Cy5-
Cys-S-S-Cys-Cy5 n’absorbent normalement pas. Ce
trouble de la solution, quila rend diffusante, estinterprété
par le fait que les cellules se sont décollées des parois
de la flasque de culture, indiquant leur destruction par
Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5. Dans le cas de I'incubation en
présence de Cy5-Cys-S-S-Cys-Q, la mort cellulaire (et
doncle décollement des cellules) ne commence a exister
gu’apres 1 h d’incubation et est bien moindre. La molé-
cule Cy5-Cys-S-S-Cys-Cy5 a 0.5 uM entraine donc la
mort cellulaire des cellules TSA, et ce des les premiéres
minutes d’incubation, contrairement a la molécule Cy5-
Cys-S-S-Cys-Q.
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Revendications

1.

10.

Vecteur biologique, comprenant un cyclodécapepti-
de RAFT auquel sont liées

(i) une molécule assurant le ciblage du vecteur,
et

(i) une fonction d'imagerie activable assurée
par un fluorophore F relié a un inhibiteur de fluo-
rescence par un bras clivable en milieu intracel-
lulaire, ledit bras comportant un pont disulfure,

ledit vecteur étant destiné a étre internalisé dans les
cellules cibles.

Vecteur selon la revendication 1, caractérisé en ce
que le bras clivable en milieu intracellulaire est cons-
titué de deux cystéines reliées par un pont disulfure.

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
1 a 2, caractérisé en ce que le ciblage est assuré
par au moins un ligand biologique reconnu par un
récepteur surexprimé a la surface de certaines cel-
lules.

Vecteur selon la revendication 3, caractérisé en ce
que le ligand biologique est choisi dans le groupe
constitué par un peptide, une protéine, un anticorps,
un sucre, un oligonucléotide, une molécule organi-
que, et un complexe organométallique.

Vecteur selon la revendication 3 ou la revendication
4, caractérisé en ce que le ligand biologique est un
peptide comportant le motif RGD, ou le motif pepti-
dique NGR.

Vecteur selon 'une quelconque des revendications
1a5, caractérisé en ce qu’une drogue est en outre
liee audit vecteur.

Vecteur selon la revendication 6, caractérisé en ce
que la drogue est clivée du vecteur lors de I'activa-
tion de la fonction d'imagerie dans le milieu intracel-
lulaire.

Vecteur selon la revendication 7, caractérisé en ce
qu’apres clivage dudit bras clivable, I'inhibiteur reste
lié au vecteur et le fluorophore reste lié a la drogue.

Vecteur selon la revendication 7, caractérisé en ce
qu’apres clivage dudit bras clivable, le fluorophore
reste lié au vecteur etl'inhibiteur reste lié a la drogue.

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
1a9, caractérisé en ce que l'inhibiteur de fluores-
cence est un deuxieéme fluorophore pouvant absor-
ber le rayonnement émis par F et le réémettre a une
autre longueur d’'onde.
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13.
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15.

16.

17.

18.

20

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
1 a9, caractérisé en ce que le fluorophore F est
un fluorophore s’auto-inhibant et I'inhibiteur de fluo-
rescence est le méme fluorophore F.

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
129, caractérisé en ce que l'inhibiteur de fluores-
cence est un inhibiteur non fluorescent.

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
1 a 12, caractérisé en ce qu’il est électriquement
neutre avant activation de la fonction imagerie.

Vecteur selon la revendication 13, caractérisé en
ce que I'activation de la fonction imagerie crée deux
entités moléculaires de charges opposées.

Vecteur selon I'une quelconque des revendications
1a9et12 a 14, caractérisé en ce que la fonction
d’imagerie est assurée par le fluorophore Cy5, relié
par un pont disulfure a un inhibiteur de sa fluores-
cence.

Utilisation d’'un vecteur selon la revendication 8 ou
la revendication 10, pour la fabrication d’'une com-
position destinée a imager la délivrance, puis la bio-
distribution d’'une drogue.

Utilisation d’'un vecteur selon la revendication 10,
pour lafabrication d’'une composition destinée a ima-
ger simultanément la biodistribution dudit vecteur et
la délivrance et la biodistribution d’'une drogue initia-
lement liée audit vecteur.

Utilisation d’'un vecteur biologique selon 'une quel-
conque des revendications 1a 15, pour la fabrication
d’'une composition destinée a imager spécifique-
ment une zone tissulaire.

Claims

1.

Biological vector comprising a RAFT cyclodecapep-
tide to which there are bonded

(i) a molecule providing targeting of the vector,
and

(i) an activatable imaging function provided by
a fluorophore F which is connected to a fluores-
cence inhibitor by an arm which is cleavable in
intracellular medium, said arm comprising a di-
sulfide bridge,

said vector being intended to be internalised in the
target cells.

Vector according to claim 1, characterised in that
the arm which is cleavable in intracellular medium is



10.

11.

12.

13.

14.
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constituted by two cysteines connected by a disulfide
bridge.

Vector according to either claim 1 or claim 2, char-
acterised in that targeting is provided by at least
one biological ligand recognised by a receptor over-
expressed at the surface of certain cells.

Vector according to claim 3, characterised in that
the biological ligand is selected from the group con-
sisting of a peptide, a protein, an antibody, a sugar,
an oligonucleotide, an organic molecule and an or-
ganometallic complex.

Vector according to claim 3 or claim 4, character-
ised in that the biological ligand is a peptide com-
prising the RGD motif or the NGR peptide motif.

Vector according to any one of claims 1 to 5, char-
acterised in that a drug is further bonded to said
vector.

Vector according to claim 6, characterised in that
the drug is cleaved from the vector on activation of
the imaging function in the intracellular medium.

Vector according to claim 7, characterised in that,
after cleavage of said cleavable arm, the inhibitor
remains bonded to the vector and the fluorophore
remains bonded to the drug.

Vector according to claim 7, characterised in that,
after cleavage of said cleavable arm, the fluorophore
remains bonded to the vector and the inhibitor re-
mains bonded to the drug.

Vector according to any one of claims 1 to 9, char-
acterised in that the fluorescence inhibitor is a sec-
ond fluorophore which is able to absorb the radiation
emitted by F and re-emit it at a different wavelength.

Vector according to any one of claims 1 to 9, char-
acterised in that the fluorophore F is a self-inhibiting
fluorophore and the fluorescence inhibitor is the
same fluorophore F.

Vector according to any one of claims 1 to 9, char-
acterised in that the fluorescence inhibitor is a non-
fluorescent inhibitor.

Vector according to any one of claims 1 to 12, char-
acterised in that it is electrically neutral prior to ac-
tivation of the imaging function.

Vector according to claim 13, characterised in that
activation of the imaging function creates two mo-
lecular entities of opposite charges.
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15.

16.

17.

18.

22

Vector according to any one of claims 1 to 9 and 12
to 14, characterised in that the imaging function is
provided by the Cy5 fluorophore, which is connected
by a disulfide bridge to an inhibitor of its fluorescence.

Use of a vector according to claim 8 or claim 10 in
the production of a composition for imaging the de-
livery and then the biodistribution of a drug.

Use of a vector according to claim 10 in the produc-
tion of a composition for simultaneously imaging the
biodistribution of said vector and the delivery and
biodistribution of a drug initially bonded to said vec-
tor.

Use of a biological vector according to any one of
claims 1 to 15 in the production of a composition for
specifically imaging a tissue area.

Patentanspriiche

1.

Biologischer Vektor, umfassend ein Cyclodecapep-
tid RAFT, an das

(i) ein Molekl, das das Targeting des Vektors
gewahrleistet, und

(i) eine aktivierbare Bildgebungsfunktion, die
durch einen Fluorophor F gewahrleistet wird,
welcher an einen Fluoreszenzinhibitor tber ei-
nen in intrazellularem Milieu abspaltbaren Arm,
wobei der Arm eine Disulfidbriicke umfasst, ge-
bunden ist,

gebunden sind,
wobei der Vektor dazu bestimmt ist, in die Zielzellen
internalisiert zu werden.

Vektor gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass der im intrazellularen Milieu abspaltbare
Arm aus zwei Cysteinen besteht, die durch eine Di-
sulfidbriicke verbunden sind.

Vektor gemal einem der Anspriiche 1 bis 2, da-
durch gekennzeichnet, dass das Targeting durch
wenigstens einen biologischen Liganden sicherge-
stellt wird, der durch einen Rezeptor erkannt wird,
der an der Oberflache bestimmter Zellen tberexpri-
miert wird.

Vektor gemafR Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, dass der biologische Ligand aus der Gruppe,
bestehend aus einem Peptid, einem Protein, einem
Antikorper, einem Zucker, einem Oligonucleotid, ei-
nem organischen Molekul und einem metallorgani-
schen Komplex, ausgewahlt ist.

Vektor gemal Anspruch 3 oder Anspruch 4, da-
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durch gekennzeichnet, dass der biologische Li-
gand ein Peptid ist, das das Motiv RGD oder das
Peptidmotiv NGR umfasst.

Vektor gemal einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass aulerdem ein Wirk-
stoff bzw. eine Droge an den Vektor gebunden ist.

Vektor gemaf Anspruch 6, dadurch gekennzeich-
net, dass der Wirkstoff bzw. die Droge wahrend der
Aktivierung der Bildgebungsfunktion im intrazellula-
ren Milieu vom Vektor abgespalten wird.

Vektor gemal Anspruch 7, dadurch gekennzeich-
net, dass der Inhibitor nach Abspaltung des abspalt-
baren Arms am Vektor gebunden bleibt und der Fluo-
rophor an dem Wirkstoff bzw. der Droge gebunden
bleibt.

Vektor gemaf Anspruch 7, dadurch gekennzeich-
net, dass der Fluorophor nach Abspaltung des ab-
spaltbaren Arms am Vektor gebunden bleibt und der
Inhibitor am Wirkstoff bzw. der Droge gebunden
bleibt.

Vektor gemal einem der Anspriiche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzinhi-
bitor ein zweiter Fluorophor ist, der die durch F emit-
tierte Strahlung absorbieren kann und sie mit einer
anderen Wellenldnge wieder emittieren kann.

Vektor gemal einem der Anspriiche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der Fluorophor F ein
sich selbstinhibierender Fluorophorist und der Fluo-
reszenzinhibitor der selbe Fluorophor F ist.

Vektor gemal einem der Anspriiche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzinhi-
bitor ein nicht-fluoreszierender Inhibitor ist.

Vektor gemaf einem der Anspriiche 1 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, dass er vor Aktivierung der
Bildgebungsfunktion elektrisch neutral ist.

Vektor gemafl Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Aktivierung der Bildgebungs-
funktion zwei Molekdleinheiten mit entgegengesetz-
ten Ladungen erzeugt.

Vektor gemaf einem der Anspriiche 1 bis 9 und 12
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Bildge-
bungsfunktion durch den Fluorophor Cy5 gewahrlei-
stet ist, der durch eine Disulfidbriicke an einen Inhi-
bitor seiner Fluoreszenz gebunden ist.

Verwendung eines Vektors gemal Anspruch 8 oder
gemal Anspruch 10 fur die Herstellung einer Zu-
sammensetzung, die dazu bestimmtist, die Abgabe,
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danach die Bioverteilung eines Wirkstoffs bzw. einer
Droge bildlich darzustellen.

Verwendung eines Vektors gemaf Anspruch 10 fir
die Herstellung einer Zusammensetzung, die dazu
bestimmt ist, gleichzeitig die Bioverteilung des Vek-
tors und die Abgabe und die Bioverteilung eines
Wirkstoffs bzw. einer Droge, der/die anfangs an den
Vektor gebunden war, bildlich darzustellen.

Verwendung eines biologischen Vektors gemaf ei-
nem der Anspriche 1 bis 15 fir die Herstellung einer
Zusammensetzung, die dazu bestimmt ist, einen
Gewebebereich spezifisch bildlich darzustellen.
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