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INTRODUCTION 

 

Les pathologies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde. D’après les 

statistiques 2013 de l’organisation mondiale de la santé [1], elles sont responsables de 30 % des 

décès enregistrés au cours de l’année 2008 dans le monde, et de 50 % en Europe [2]. 

Actuellement, les méthodes d’imagerie couramment utilisées en clinique n’apportent que des 

informations morphologiques et anatomiques sur le cœur et la paroi vasculaire et ne permettent 

qu’un diagnostic limité. Un des enjeux actuels de l’imagerie médicale est de développer des 

dispositifs injectables capables de cibler les premiers signes de ces pathologies afin d’améliorer, 

d’une part, leur diagnostic précoce et de mieux évaluer, d’autre part, leur évolution de façon non 

invasive. Ces cibles sont des protéines membranaires ou autres molécules dont la présence est 

identifiée comme étant liée à un état pathologique et cette stratégie est appelée imagerie 

moléculaire. 

Des précédents travaux de notre laboratoire ont démontré qu’un polysaccharide sulfaté d’origine 

végétale, le fucoïdane, avait une forte affinité pour la P-Sélectine, qui est une protéine d’adhésion 

cellulaire exprimée à la surface des plaquettes et des cellules activées et constitue donc une cible 

moléculaire intéressante pour l’imagerie moléculaire des pathologies artérielles. L’objectif de mon 

projet de thèse est de mettre au point, caractériser et valider in vitro puis in vivo des outils 

d’imagerie moléculaire des pathologies artérielles basés sur un support associant du fucoïdane et des 

agents de contraste. Après avoir formulé des microparticules polysaccharides à partir d’un procédé 

d’émulsion-réticulation, j’ai développé 2 outils de diagnostic propres à 2 modalités d’imagerie 

médicale différentes en associant à ce support microparticulaire des agents de contraste adaptés. 

La première partie de ce manuscrit de thèse est consacrée à une étude bibliographique des 

domaines de recherche couverts par ce projet de thèse. Après avoir résumé l’état des connaissances 

actuel sur les pathologies artérielles, je décrirai l’ensemble des techniques médicales utilisées pour 

leur diagnostic. J’aborderai alors l’imagerie moléculaire et les différentes stratégies rencontrées dans 

cet axe de recherche. Je présenterai enfin les polysaccharides avec lesquels nous avons développé les 

2 outils d’imagerie moléculaire. 

La deuxième partie présentera les 2 projets menés pendant mon doctorat, correspondant aux 2 

outils d’imagerie moléculaire développés. 

- Au cours du 1er projet, j’ai dans un premier temps démontré que les microparticules 

fonctionnalisées avec du fucoïdane présentent une forte affinité pour des plaquettes 

activées, in vitro en cytométrie en flux. Puis, afin d’obtenir un outil d’imagerie 

moléculaire pour la tomodensitométrie par émission monophotonique (TEMP), j’ai 

développé un radio-marquage au technétium 99m des microparticules fonctionnalisées. 

J’ai alors validé in vivo l’efficacité de ce nouvel outil sur un modèle d’anévrisme de l’aorte 

abdominale (AAA) chez le rat. 
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- Le 2nd projet s’est focalisé sur le développement d’un outil d’imagerie moléculaire pour 

l’IRM. J’ai obtenu des MPIOs (microparticles of iron oxide) en ajoutant des nanoparticules 

de fer dans la phase aqueuse du procédé d’émulsion-réticulation. J’ai ensuite validé les 

propriétés de ciblage de ces microparticules sur un modèle d’endothélium activé chez la 

souris et les propriétés d’imagerie sur le modèle d’AAA chez le rat. 

La troisième et dernière partie de ce manuscrit sera consacrée à une analyse détaillée de l’ensemble 

des résultats obtenus avec les 2 outils d’imagerie moléculaire. Nous ferons le point sur l’avancée de 

chaque projet et nous tâcherons de déterminer où nous nous situons par rapport aux autres outils de 

diagnostic en cours de développement et par rapport à l’application clinique. Nous examinerons les 

avantages et les inconvénients de chaque modalité d’imagerie et nous aborderons un 3ème outil 

d’imagerie moléculaire en cours de développement pour une 3ème modalité : l’échographie. Enfin, 

nous discuterons de l’avenir de ces microparticules en tant qu’outil de théranostic (thérapie + 

diagnostic). Nous expliquerons en quoi il pourrait être intéressant de combiner à ces microparticules 

polysaccharides des molécules thérapeutiques qui seraient alors vectorisées directement vers la 

paroi artérielle pathologique.   
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ETAT DE L’ART 

1. Les pathologies artérielles 

1.1. La physiologie de l’artère 

Les artères sont les vaisseaux qui conduisent le sang du cœur aux autres tissus et organes. Chez 

l’homme, leur diamètre peut varier de plusieurs dizaines de micromètres pour les plus petites 

artérioles, à environ 2,7 cm pour l’aorte. Elles sont caractérisées par une paroi plus épaisse et plus 

rigide que celle des veines et sont ainsi adaptées aux variations de pression du sang issu des 

ventricules cardiaques. 

La paroi artérielle est schématisée Figure 1. Elle est constituée de 3 tuniques différentes. 

 

Figure 1 : Structure de la paroi artérielle [3] 

- L’intima est la tunique la plus fine et la plus interne de la paroi artérielle. Elle est 

composée d’une monocouche étanche de cellules épithéliales formant l’épithélium et 

d’une couche de tissu conjonctif fibro-élastique. L’épithélium, en contact direct avec le 

sang, est le lieu d’activités métaboliques et joue un rôle thromborésistant et 

immunitaire. 

- La média est la tunique intermédiaire et la plus épaisse. Elle est séparée de l’intima et de 

l’adventice par d’épaisses lames d’élastine appelées respectivement limitante élastique 

interne (LEI) et limitante élastique externe (LEE). Elle est constituée d’un large 

empilement concentrique de cellules musculaires lisses (CML) associées à une matrice 

extracellulaire composée de protéines fibreuses et élastiques (collagène et élastine) et de 

polysaccharides acides appelés muco-polysaccharides. Ces cellules musculaires assurent 

les fonctions de vasoconstriction et de vasodilatation. 
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- L’adventice est la tunique la plus externe. Elle est constituée d’un tissu conjonctif peu 

organisé et d’une enveloppe qui assure l’ancrage de l’artère aux structures voisines. Elle 

est riche en collagène, fibres élastiques et comprend des fibroblastes et des adipocytes. 

Elle est irriguée par des microvaisseaux (vasa vasorum) qui ont un rôle nourricier pour 

l’adventice elle-même et pour la partie externe de la média.  L’adventice intervient 

également dans la vasoconstriction puisqu’elle possède un réseau de nerfs vasomoteurs 

qui rejoint les fibres musculaires lisses de la média et parfois même des fibres 

musculaires lisses longitudinales. 

 

1.2. Les principales pathologies des artères 

Elles concernent principalement les artères coronaires, carotidiennes et des membres inférieurs. Il 

est connu aujourd’hui que les principaux facteurs de risques sont liés à l’âge, à une mauvaise hygiène 

de vie (tabagisme, alimentation riche en cholestérol, manque d’exercice, hyper-tension artérielle) et 

à des antécédents génétiques. Le principal dysfonctionnement des artères rencontré est 

l’athérosclérose. Cette pathologie induit un rétrécissement progressif de l’artère appelé sténose 

artérielle. Elle est aussi la principale cause des anévrismes (dans 90 % des cas), dont la rupture peut 

entraîner une hémorragie mortelle, et de la thrombose artérielle qui entraîne des accidents 

ischémiques graves. 

 

1.2.1. L’athérosclérose 

L’athérosclérose est liée à une accumulation de lipides et autres composants cellulaires sous la 

couche endothéliale de l’artère. Tous les mécanismes de sa physiopathologie ne sont pas encore bien 

compris mais nous pouvons toutefois expliquer en partie sa formation qui est en plusieurs étapes : 

1 – Le tout premier phénomène identifié déclenchant la pathologie est l’accumulation de 

lipoprotéines de basse densité (LDL) dans l’intima. Ces LDL sont alors oxydées et entraînent de 

nombreux phénomènes biochimiques dont notamment l’expression de plusieurs protéines 

d’adhésion leucocytaires et endothéliales. Ce dysfonctionnement, qui s’accompagne d’une 

augmentation de la perméabilité de la monocouche endothéliale suscite alors le recrutement de 

leucocytes (principalement des monocytes et des lymphocytes T) à la surface de l’intima puis leur 

migration dans la paroi artérielle (Figure 2a). 

2 – Une fois dans la paroi, les monocytes se transforment en macrophages et une partie d’entre eux 

va se charger en LDL oxydées pour au final former des cellules spumeuses. L’accumulation des 

monocytes, des LDL, des cellules spumeuses et des lymphocytes T forme ce qu’on appelle une strie 

lipidique. En parallèle, des CML migrent à partir de la média, traversent la LEI et prolifèrent dans 

l’intima. A ce stade débute aussi un phénomène d’agrégation plaquettaire qui contribue à 

l’obstruction du flux sanguin (Figure 2b). 

3 – L’activation de ces cellules stimule la sécrétion d’enzymes hydrolytiques, de cytokines, de 

chimiokines et de facteurs de croissance qui entretiennent le développement de la strie lipidique. Les 

CML sécrètent du collagène, des fibres élastiques et des protéoglycanes qui vont petit à petit former 
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une chape fibreuse recouvrant un agrégat de débris cellulaires variés, de tissu nécrotique et de 

lipides (Figure 2c). 

4 – Les macrophages toujours activés secrètent des métalloprotéinases matricielles (MMP) et autres 

enzymes protéolytiques qui vont dégrader la chape fibreuse jusqu’à sa rupture. A ce niveau, ou 

parfois au niveau de microvaisseaux au cœur de la plaque, le sang entre alors en contact avec des 

éléments thrombogènes, ce qui aboutit rapidement à la formation d’un thrombus et au final à 

l’occlusion de l’artère (Figure 2d).  

 

 

Figure 2 : Mécanismes de l’athérosclérose [4]. 

 

1.2.2. La thrombose artérielle 

La thrombose correspond à la coagulation du sang dans une artère formant ainsi un caillot, appelé 

thrombus, susceptible de provoquer l’occlusion de l’artère où il se forme puis d’entraîner un accident 

ischémique grave lorsque le thrombus se détache de la paroi et migre dans le flux sanguin (Figure 3). 

Parmi ces accidents graves, les principaux sont l’infarctus, l’embolie pulmonaire et l’accident 

vasculaire cérébral (AVC) qui surviennent lorsque le thrombus bouche la circulation sanguine 

irriguant le cœur, les poumons ou le cerveau respectivement. On rencontre la thrombose artérielle 

principalement dans le cas de l’athérosclérose et de l’anévrisme. 
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La thrombose artérielle est initiée par une déchirure de l’endothélium qui va, par le biais de deux 

voies de signalisation distinctes, déclencher l’activation et l’adhésion plaquettaire [5]. 

- La première voie de signalisation survient lorsque le collagène subendothélial entre en 

contact avec le sang. L’interaction de la glycoprotéine (GP) VI et de la glycoprotéine Ib-V-

IX, présentes à la surface des plaquettes, avec respectivement le collagène et le facteur 

de von Willebrand (vWF) induisent l’adhésion plaquettaire au niveau de la lésion. 

- La seconde voie de signalisation fait intervenir le facteur tissulaire (FT) qui est une 

protéine transmembranaire présente sur les cellules de la média et de l’adventice 

normalement absente du secteur vasculaire [6]. Au contact du sang, les FT engendrent 

une voie de signalisation qui génère de la thrombine, une sérine protéase qui joue un 

rôle central dans la thrombose et qui dans un premier temps active les plaquettes. 

Une fois que les plaquettes sont adhérentes à la paroi artérielle ou à la surface du thrombus 

grandissant, elles subissent une série de modifications morphologiques et biochimiques qui auto-

entretiennent les phénomènes d’activation et d’adhésion plaquettaire et conduisent à la formation 

d’un agrégat plaquettaire [7, 8]. En effet, les plaquettes activées : 

- expriment les formes activées des intégrines α2β3 et αIIbβ3 qui, en plus de permettre aussi 

l’adhésion au collagène, vont pouvoir se lier à leurs homologues présents à la surface des 

autres plaquettes activées. 

- relarguent de l’adénosine diphosphate (ADP), de la sérotonine et de la thromboxane A2 

qui sont tous les 3 des agonistes capables à leur tour d’activer d’autres plaquettes. 

En parallèle, la thrombine transforme le fibrinogène, protéine circulante du plasma sanguin, en 

filaments de fibrine insolubles qui vont s’agréger dans le thrombus. 

Il est intéressant de noter que la part de fibrine et de plaquettes dans un thrombus est très variable, 

en particulier suivant les conditions hémodynamiques [7]. Ainsi, le recrutement des plaquettes a lieu 

préférentiellement dans les régions où le flux sanguin est élevé et perturbé, induisant alors des 

thrombi riches en plaquettes, tandis que les régions de faible flux favorisent la génération de fibrine 

et donc la formation de thrombi riches en fibrine. La thrombose artérielle est par conséquent 

typiquement riche en plaquettes et pauvre en fibrine. 
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Figure 3 : Formation du thrombus [7]. 

 

 

1.2.3. L’anévrisme 

Il s’agit d’une dilatation progressive de la paroi artérielle pouvant entraîner sa rupture. L’ensemble 

des artères peut être touché et la gravité dépend de l’artère concernée. Un anévrisme est défini à 

partir d’une dilatation de 50 % par rapport à l’artère de référence. Pour l’anévrisme de l’aorte 

abdominale (AAA) qui représente 85 % des cas d’anévrisme et qui affecte 5 % de la population des 

pays développés, la rupture conduit à une grave hémorragie et entraîne plus de 4 fois sur 5 la mort 

du patient [9]. Cette dilatation a également des conséquences sur le flux sanguin, ce qui contribue à 

la formation d’un thrombus intra anévrismal. 

L’AAA est en général considéré comme une complication de l’athérosclérose due à une 

dégénérescence progressive de la paroi artérielle. Plus précisément, on sait aujourd’hui que la 

formation et la progression des AAA sont principalement dues à un stress oxydant, à une 

inflammation de la paroi et à une forte activité protéolytique des MMPs entraînant la dégradation 

de l’élastine et du collagène présents dans les tissus de la paroi artérielle [10]. 

L’inflammation est un processus important dans la formation de l’AAA et l’augmentation locale du 

stress oxydant est connue comme pouvant en être la conséquence et parfois même la cause [11, 12]. 

Une fois initié, le processus inflammatoire induit, comme dans le cas de l’athérosclérose, le 

recrutement et l’infiltration des leucocytes. 

Une cascade de mécanismes biochimiques est alors enclenchée (Figure 4) : 

- Les cellules inflammatoires, les CML et les fibroblastes libèrent dans les tissus de l’AAA 

des MMPs qui ont des propriétés élastolytiques [13]. 

- La production du facteur de croissance transformant (TGFβ1) est réduite, ce qui stimule 

moins les CML pour la sécrétion de la cystatine C, responsable de la régulation des 
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cystéines protéases [14]. Il y a donc au final une plus grande quantité de cystéines 

protéases, enzymes qui catalysent la dégradation de l’élastine et du collagène. 

- Les lymphocytes et les macrophages secrètent des cytokines proinflammatoires variées 

qui contribuent par le biais de diverses voies de signalisation au développement de la 

pathologie. IFN-γ par exemple, sécrété par les macrophages et les lymphocytes T, régule 

la production de collagène par les CML (source principale de collagène dans la paroi) ; le 

collagène dégradé ne sera donc pas renouvelé [15]. 

- Les neutrophiles stimulent l’activité protéolytique des MMP-9 en sécrétant de la 

gélatinase de neutrophile associée à la lipocaline (NGAL) [16]. 

- La dégradation des composants de la matrice extracellulaire facilite la croissance de 

microvaisseaux dans la média, ce qui ajoute une voie d’entrée possible pour les cellules 

inflammatoires [17]. 

- L’interleukine-6 (IL-6) secrétée par les macrophages auto-entretient la stimulation des 

leucocytes [18]. 

- Le processus inflammatoire déclenche une sécrétion de thrombine qui induit la 

formation d’un thrombus intraluminal (TIL). 

Tous ces phénomènes soutiennent l’activité protéolytique qui consiste concrètement en la 

dégradation du collagène et de l’élastine dans la média. Cela induit peu à peu l’affinement, la 

dilatation puis au final la rupture de la paroi artérielle. 

 

 

Figure 4 : Physiopathologie de l’Anévrisme de l’Aorte Abdominale (Schéma adapté de [19]) 
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1.3. Prise en charge clinique 

 

1.3.1. Diagnostic 

Avant que l’accident athéro-thrombotique ne survienne, la grande majorité de ces pathologies sont 

asymptomatiques. 

Il est tout de même possible, aujourd’hui, de détecter ces pathologies en clinique à un stade tardif 

grâce à des méthodes d’imagerie médicale non invasives telles que l’échographie, l’échographie 

doppler, scanner ou encore IRM (Figure 5). Ces différentes techniques d’imagerie seront décrites plus 

en détail dans la deuxième partie de ce manuscrit. 

Il est connu également que ces pathologies sont favorisées par l’âge, le tabagisme, les antécédents 

familiaux, le diabète ou les troubles circulatoires du type hypertension artérielle (HTA) ou arythmie. 

Un suivi systématique des populations à risque est ainsi envisagé pour le dépistage des anévrismes 

de l’aorte abdominale (AAA) en France et il se pratique déjà dans certains pays comme les Etats-Unis 

et le Royaume-Uni [20]. 

 

Figure 5 : Imageries anatomiques de pathologies artérielles [21, 22]. Plaque d’athérosclérose 
imagée par échographie (a), anévrisme imagé par IRM (b), sténose de l’artère carotidienne imagée 
par scanner (c) et par échographie doppler (d). 

 

1.3.2. Traitement 

Un premier type de traitement consiste en l’administration de médicaments qui empêchent la 

formation, l’extension des thromboses ou qui favorisent leur disparition. Il s’agit principalement de 

médications lourdes qui sont étroitement associées à des complications hémorragiques. 



22  Les pathologies artérielles 

 

Les vasodilatateurs sont des substances qui décontractent les CML entraînant une dilatation des 

vaisseaux sanguins et limitant ainsi les risques de sténose. 

Les hypolipidémiants sont administrés lorsque l’on détecte un taux de cholestérol anormalement 

élevé. Ils visent à diminuer les LDL circulant dans le sang et réduisent ainsi les risques 

d’athérosclérose. 

Les antiplaquettaires et les anticoagulants sont des médicaments qui limitent la thrombose en 

intervenant dans les voies de signalisation de l’adhésion et de l’agrégation plaquettaires. Les plus 

courants sont les héparines et les antivitamines K. 

Les thombolytiques ou fibrinolytiques sont des molécules qui accélèrent la lyse des thrombi en 

favorisant la transformation du plasminogène en plasmine, enzyme dégradant la fibrine. L’activateur 

tissulaire du plasminogène (tPA), commercialisé sous une forme recombinante dénommée Actylise®, 

est actuellement le seul médicament de ce type utilisé en clinique [23]. 

Dans le cas de détection d’une pathologie à un stade plus avancé, on a généralement recours à la 

chirurgie vasculaire. Plusieurs méthodes sont alors pratiquées. Certaines opérations comme 

l’angioplastie ou la réparation endovasculaire des anévrismes (EVAR) sont peu invasives dans la 

mesure où une petite incision pour insérer un cathéter suffit. D’autres pratiques tels que le pontage 

artériel, la thrombectomie et l’endartériectomie nécessitent une opération chirurgicale permettant 

une interaction directe avec la pathologie et sont donc bien plus invasives [24]. 

L’angioplastie consiste à introduire via une petite incision au niveau du bras ou de l’aine un cathéter 

dont l’extrémité est munie d’un ballonnet. Une fois au niveau de la plaque, le ballonnet est gonflé 

comprimant ainsi le site rétréci de l’artère, ce qui contribue à éliminer la plaque d’athérome. Cette 

opération est souvent accompagnée de la pose d’un petit tube grillagé métallique appelé stent qui 

sert alors d’armature pour maintenir l’ouverture au niveau de la sténose de manière permanente 

(Figure 6a). 

L’implantation de stent est aussi utilisée pour traiter les anévrismes. Mais dans ce cas on utilise des 

stents couverts, appelés endoprothèses, si bien qu’une fois posé dans l’anévrisme le sang cesse de 

passer dans l’artère proprement dite mais circule dans l’endopothèse. La paroi artérielle de 

l’anévrisme est alors déconnectée de la circulation et l’anévrisme ne présente plus de risque de 

rupture. La pose de ces endoprothèses se fait également via un cathéter et est appelée réparation 

endovasculaire des anévrismes (EVAR) (Figure 6b). 

Le pontage artériel est une technique utilisée dans les cas de sténose destinée à remplacer un ou 

une partie du vaisseau défaillant en interposant un tube synthétique ou un fragment de veine pour 

réunir l’extrémité du vaisseau en amont de la pathologie à l’extrémité en aval. Le sang circule alors 

de nouveau normalement en contournant la pathologie (Figure 6c). 

La thrombectomie et l’endartériectomie sont des interventions chirurgicales qui consistent à ouvrir 

l’artère bouchée puis à enlever le thrombus oblitérant (Figure 6d). La thrombectomie peut 

également se pratiquer par cathétérisme. 
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Figure 6 : Angioplastie (a), réparation endovasculaire d’un anévrisme (b), pontage (c), 
endartériectomie (d) [24]. 

 

1.3.3. Limites des méthodes actuelles 

Bien que ces techniques aient permis d'améliorer la détection et la prise en charge des pathologies 

artérielles, le nombre de décès reste encore très important. 

En terme de diagnostic, les méthodes actuelles ne permettent pas d’agir suffisamment tôt. Certes, 

les différentes modalités d’imagerie médicale décrites permettent à l’homme d’observer les 

dysfonctionnements de l’organisme au niveau anatomique mais bien souvent, l’anomalie 

anatomique n’est que le signe clinique tardif des pathologies. Dans le cas des pathologies artérielles 

par exemple, la sténose ou la dilatation de l’artère ne sont que la conséquence de l’athérosclérose et 

de l’anévrisme respectivement. Ainsi, il n’est possible avec de telles méthodes que de diagnostiquer 

ces pathologies à des stades relativement avancés, c'est-à-dire proche de la rupture de l’anévrisme 

ou de l’accident ischémique. Les cas non diagnostiqués correspondent d’ailleurs à des taux de décès 

très élevés. Pour l’AAA par exemple, en France, les données 2010 du Programme de Médicalisation 

des Systèmes d’Information (PMSI) révèlent que le patient ne décède après une opération que dans 

3 % des cas si l’AAA n’est pas rompu contre 34 % des cas si l’AAA est rompu, ce qui signifie que le 

diagnostic avant rupture permet de réduire considérablement la mortalité liée à cette pathologie 

[20]. 

Pour cette raison, un important axe de la recherche médicale sur les pathologies artérielles, axe dans 

lequel s’inscrit ce projet de thèse, vise à développer de nouveaux outils d’imagerie non invasifs afin 

d’améliorer la détection de ces pathologies, en permettant notamment un diagnostic aux stades 

précoces.  
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2. L’imagerie moléculaire 

Pourquoi l’imagerie moléculaire ? 

L’imagerie moléculaire a pour objectif d’améliorer les modalités d’imagerie classique et d’affiner le 

diagnostic en caractérisant les processus biologiques à l’échelle cellulaire et/ou moléculaire [25]. En 

couplant un agent de contraste à un agent de ciblage, cette stratégie va permettre : 

1) Un diagnostic des pathologies aux stades les plus précoces. En ciblant les molécules clés présentes 

aux tous premiers stades de l’athérosclérose, de la thrombose artérielle ou de l’anévrisme, les agents 

de contraste vont permettre le diagnostic en imagerie de la pathologie alors qu’aucune déformation 

anatomique n’est encore visible. 

2) Une caractérisation moléculaire de l’artère observée. En mettant en évidence la présence de 

certaines molécules, ces techniques vont apporter une meilleure compréhension de l’état 

physiopathologique de l’artère imagée et permettre ainsi de mieux prédire son évolution. 

 

2.1. Les modalités d’imagerie médicale et les agents de contraste 

L’imagerie médicale regroupe des techniques qui permettent d’observer l’intérieur du corps humain 

de façon non invasive en mesurant la réponse de l’organisme à différents phénomènes physiques. 

Plusieurs modalités d’imagerie ont ainsi été développées se basant sur la radioactivité, sur la 

résonance magnétique nucléaire, sur la réflexion d’ondes ultrasonores, d’ondes lumineuses ou 

encore sur l’absorption des rayons X. 

 

2.1.1. La tomodensitométrie 

Appelée en anglais, CT-Scan (Computed Tomography Scan), la tomodensitométrie repose sur 

l’absorption des rayons X, plus ou moins importante suivant le tissu. Le patient est placé dans un 

appareil que l’on appelle communément scanner médical. Des émetteurs à rayon X tournent autour 

du patient en même temps que des récepteurs placés en face de chaque émetteur. L’intensité des 

rayons X ayant traversé l’organisme est mesurée par les récepteurs. Un contraste plus ou moins fort 

est alors associé à cette intensité qui dépend du niveau d’absorption des tissus rencontrés. Après une 

série de coupes et une reconstruction de ces données, une image en 2D ou 3D de l’organisme est 

obtenue. 

Cette modalité connaît récemment une amélioration avec la tomographie par faisceau d’électrons, 

appelée scanner ultrarapide, qui s’est avérée efficace pour mesurer des très petites quantités de 

calcium et permet donc d’affiner le diagnostic de l’athérosclérose en identifiant le degré de 

calcification [26]. 

L’utilisation d’un agent de contraste est également souvent pratiquée avec cette méthode. Il est 

courant d’injecter dans la circulation sanguine du patient au préalable un produit iodé, fortement 

opaque aux rayons X, si bien que les vaisseaux sont mis en évidence lors du scan. 
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Cependant, l’imagerie moléculaire est quasi absente en tomodensitométrie et très peu d’outils de 

diagnostic radio-opaques sont développés. 

 

2.1.2. L’imagerie optique 

Ces techniques sont basées sur la pénétration dans les tissus de la lumière qui peut être produite par 

fluorescence ou par bioluminescence. 

En imagerie optique par bioluminescence, on détecte la lumière émise lors d’une réaction 

enzymatique bien particulière : la dégradation de la luciférine par la luciférase. Cette technique 

émergente offre ainsi la possibilité d’imager in vivo l’expression du gène de la luciférase. Son intérêt 

est toutefois limité à cette application et, nécessitant une modification génétique, elle n’est pas 

envisageable en clinique. 

Pour l’imagerie optique par fluorescence, on excite avec un faisceau lumineux de longueur d’onde 

appropriée un fluorophore ; cette cible fluorescente émet de la lumière à une longueur d’onde 

différente qui va être détectée et ainsi permettre l’imagerie. Pour pénétrer dans les tissus au-delà de 

quelques millimètres, il faut se placer dans la fenêtre de longueur d’ondes du proche infrarouge (de 

700 à 900 nm) d’où le nom anglais de la modalité d’imagerie : Near Infrared Fluorescence Imaging 

(NIRF). Cette méthode est émergente et n’est pas encore utilisée en clinique. Elle est de plus limitée, 

même dans la fenêtre du proche infrarouge, par une faible pénétration dans les tissus et sera donc 

réduite à l’étude de sites proches de la surface de la peau ou accessibles par endoscopie. Toutefois, 

une étude clinique sur la détection de cancers du sein en imagerie NIRF présente des résultats 

initiaux encourageants [27].  

Elle représente également un outil puissant en préclinique pour l’imagerie moléculaire chez le petit 

animal et de plus en plus d’agents de contraste sont développés à partir de fluorophores tels que le 

vert d’indocyanine, la cyanine 5.5 ou encore à partir de quantum dots qui sont des nanocristaux 

pouvant être détectés de la même façon [28]. 

 

2.1.4. La scintigraphie 

La scintigraphie repose sur la détection de rayonnements fournis par un radio-isotope injecté au 

préalable dans l’organisme. Le radio-isotope est couplé à une molécule fonctionnelle dont on veut 

étudier la répartition pour former un radio-traceur. Les photons gamma émis par la désintégration 

des noyaux radioactifs sont détectés par une gamma-caméra et un traitement des données permet 

de reconstituer l’origine spatiale des rayonnements. On obtient au final une reconstruction 3D de la 

répartition spatiale du radio-traceur dans l’organisme. 

Cette modalité comprend la tomographie d’émission monophotonique (TEMP) et la tomographie 

par émission de positons (TEP). Afin de fournir le contexte anatomique des images obtenues, ces 

deux techniques sont souvent couplées à une image obtenue en tomodensitométrie. 

La TEMP nécessite de travailler avec un radio-isotope émetteur de photons gamma à choisir parmi le 

technétium 99m, l’iode 123, l’iode 131, l’indium 111 ou le thallium 201. Pour déterminer l’origine 
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spatiale de l’émission, des collimateurs en plomb filtrent les photons et seuls ceux qui ont un angle 

d’incidence bien défini atteignent le détecteur. Cette méthode permet de détecter 0,01 % des 

photons émis et offre une moins bonne résolution géométrique que la TEP mais elle reste moins 

coûteuse et plus largement répandue dans le milieu hospitalier [29]. 

La TEP requiert un radio-isotope différent, émetteur de positons, comme le fluore 18, le carbone 11, 

l’azote 13, l’oxygène 15, le gallium 68 ou encore le rubidium 82. Dans ce cas, les positons émis par les 

radio-traceurs vont s’annihiler avec un électron de l’organisme en produisant 2 photons gamma 

partant avec la même énergie dans des directions opposées. Une couronne de détecteurs est 

disposée autour du patient et le tri pour déterminer l’origine de l’émission se fait par coïncidence ; il 

faut qu’un évènement identique soit détecté à des points strictement opposés au même moment. 

Cette méthode offre une bien meilleure sensibilité géométrique puisque 1 % des évènements émis 

sont détectés [30]. 

La scintigraphie permet de suivre les radio-traceurs avec une très grande sensibilité de détection et 

est actuellement la modalité la plus avancée sur le plan de l'imagerie moléculaire [31]. Les agents de 

contraste utilisés sont alors les différents radio-isotopes associés à un agent ciblant. En TEP, le 18F-

fluoro-deoxy-glucose (18F-FDG) est d’ores et déjà très largement utilisé en clinique en oncologie, 

neurologie et en cardiologie [32]. L’eau marquée à l’oxygène 15 est également très employée pour la 

perfusion du myocarde ou encore pour imager l’activité cérébrale en localisant la consommation 

d’oxygène [33]. En TEMP, de nombreux outils de diagnostic sont développés à partir d’un radio-

marquage de cellules, protéines, anticorps ou autre molécules et permettent l’imagerie moléculaire 

de diverses pathologies artérielles avec une bonne sensibilité [34]. Le radio-isotope le plus employé 

est très majoritairement le technétium 99m, qui en plus d’apporter une émission radioactive gamma 

optimale pour cette méthode, est largement disponible, peu coûteux, facile d’utilisation en kit de 

radio-marquage, et présente une courte demi-vie (6 heures et 20 secondes) qui limite la radiation 

subie par les patients et facilite le traitement des déchets [35]. 

 

2.1.5. L’IRM 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est basée sur la résonance magnétique nucléaire des 

atomes d’hydrogène des molécules d’eau présentes dans l’organisme. 

Le patient est initialement placé sous un champ magnétique qui tend à orienter les moments 

magnétiques des protons d’hydrogène contenu dans l’organisme. Pour obtenir la résonance, il faut 

alors apporter une énergie permettant aux noyaux de passer d’un état fondamental à un état excité. 

Cette énergie est fournie par un 2nd champ magnétique, de plus faible intensité et perpendiculaire au 

premier, sous la forme d’impulsions brèves. Cela a pour effet d’orienter les moments magnétiques 

perpendiculairement au champ initial. A l’issu de cette excitation, les moments magnétiques 

retrouvent leur état d’équilibre par un phénomène qui s’appelle la relaxation. 

On distingue alors la relaxation longitudinale et la relaxation transversale. 

- La relaxation longitudinale correspond au retour à l’état d’équilibre de la composante 

alignée au champ magnétique initial. Elle dépend d’un temps caractéristique appelé 

temps de relaxation longitudinale (T1). 
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- La relaxation transversale correspond à la période d’annulation des composantes 

perpendiculaires des moments magnétiques induites par le second champ magnétique. 

Elle dépend d’un temps caractéristique appelé temps de relaxation transversale (T2). 

La technique d’imagerie par résonance magnétique consiste à mesurer en chaque point de 

l’organisme le T1 ou le T2 et de faire une reconstruction tridimensionnelle en faisant correspondre à 

la relaxation une échelle de contraste. Puisque T1 et T2 dépendent de la densité d’hydrogène des 

tissus, chaque tissu de l’organisme aura en IRM un signal différent selon son hydratation. 

Cette modalité d’imagerie apporte une excellente définition anatomique, en particulier pour les 

tissus mous comme les muscles ou le cerveau. Elle est d’autre part de plus en plus utilisée avec des 

agents de contraste qui ont des propriétés magnétiques capables de faire varier localement la 

relaxation. 

En IRM, l’imagerie moléculaire exploite les capacités de 2 types d’agents de contraste. Les agents dits 

paramagnétiques, à base de chélates de gadolinium, qui permettent d’obtenir un allongement du 

temps de relaxation longitudinale et qui apporte un rehaussement localisé du signal en IRM pondéré 

en T1. Le Dotarem® mis au point par la société Guerbet, est à l’heure actuelle utilisé en clinique pour 

mettre en contraste la circulation sanguine ; des outils d’imagerie moléculaire de pathologies 

artérielles à partir du Dotarem® sont en cours de développement [36, 37]. 

Les agents superparamagnétiques, à base d’oxyde de fer, qui permettent de raccourcir localement 

le temps de relaxation transversale, sont utilisés en IRM pondéré en T2. Un grand nombre de 

particules d’oxyde de fer a alors été développé comme agent de contraste. On distingue, selon leur 

diamètre hydrodynamique, 3 classes ; les USPIO (Ultrasmall Superparamagnetic Particles of Iron 

Oxide) présentant des diamètres allant de 20 à 50 nm, les SPIO (Superparamagnetic Particles of Iron 

Oxide) de 60 à 250 nm et les MPIO (Micro-sized Particles of Iron Oxide) de 0,9 à 8 µm qui, une fois 

injectées dans la circulation sanguine, peuvent apporter différents comportements in vivo et 

différents taux de relaxivité selon leur taille [38]. 

La société Guerbet a développé les USPIO Sinerem® qui sont captées par les macrophages une fois 

injectées dans la circulation sanguine. Leur utilisation en clinique à été validée pour la détection des 

macrophages dans des plaques d’athérome au niveau des artères carotidiennes et dans des 

anévrismes de l’aorte abdominale [39, 40]. L’apport diagnostic de ces USPIO est malgré tout assez 

limité et la stratégie de recherche, en imagerie moléculaire, consiste à fonctionnaliser ces USPIO avec 

des agents ciblants afin de caractériser les pathologies artérielles plus rapidement et plus 

précisément. 

 

2.1.3. L’échographie 

L’échographie exploite les propriétés des ondes mécaniques de très haute fréquence (plus de 20 000 

Hertz), appelées ultrasons, produits par un transducteur électro-acoustique, appelé sonde, excité 

électriquement. Cette sonde est placée directement au contact de l’organisme au niveau du tissu 

que l’on veut imager. L’utilisation d’un gel entre la sonde et la peau permet d’éviter que les ultrasons 

ne traversent l’air. Les ultrasons émis par la sonde vont alors se propager dans l’organisme. Les 
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différents types de tissu présentent des capacités variées à être pénétrés par les ultrasons, si bien 

que chaque interface rencontrée par les ondes en réfléchira une partie. Au final, les ondes contenant 

des informations sur les tissus mous traversés sont rétro-diffusées sur le transducteur puis converties 

à nouveau en signal électrique. Ce signal permet la reconstruction d’une image bidimensionnelle 

correspondant aux inhomogénéités rencontrées par les ultrasons dans l’organisme. 

Avec l’échographie Doppler, il est également possible d’ajouter à l’observation anatomique une 

représentation des écoulements de fluides. Cette méthode repose sur le fait que lorsque les ondes 

ultrasonores sont réfléchies par un corps en mouvement, leur fréquence est légèrement modifiée. 

On appelle cela l’effet Doppler. Ces ondes retournent alors à la sonde avec des fréquences 

légèrement plus basses ou plus élevées selon le sens de déplacement du corps en mouvement imagé 

et ce décalage permet d’estimer la vitesse du déplacement [41]. 

Cette modalité d’imagerie médicale présente de nombreux avantages, elle est sans danger, indolore, 

peu coûteuse, facilement transportable, très largement disponible dans les milieux hospitaliers ; elle 

apporte une observation en temps réel et l’échographie Doppler permet de compléter l’analyse avec 

une angiographie. 

D’un autre côté, l’échographie nécessite un œil exercé et offre une résolution assez réduite polluée 

par une importante présence de bruits et artefacts. Ces inconvénients réduisent la possibilité de 

diagnostiquer les malformations anatomiques. Pour remédier au manque de sensibilité, un axe de 

recherche consiste à développer des agents de contraste permettant de mettre en évidence la 

présence de pathologies lors d’une imagerie par échographie.  

De nombreux agents de contraste pour l’échographie ont été développés à partir de microbulles de 

gaz encapsulées dans une membrane de phospholipides, d’albumine ou de polymères. Les gaz 

utilisés, principalement de l’hexafluoride ou un type d’hydrocarbure perfluoré, ont une grande 

masse molaire ce qui apporte une importante différence d’impédance acoustique avec le fluide 

environnant et donc présente un fort signal en échographie. D’autres agents de contraste 

encapsulent des perfluorocarbones liquides, ce qui permet d’obtenir des microparticules échogènes 

plus résistantes aux contraintes mécaniques. 

En fonctionnalisant ces agents de contraste pour cibler les pathologies artérielles, des outils 

d’imagerie moléculaire voient peu à peu le jour et certains s’avèrent très efficaces en préclinique. A 

titre d’exemple, après injection dans la circulation sanguine, des microbulles lipidiques 

d’hydrocarbure perfluoré fonctionnalisées ont permis d’imager en échographie in vivo l’activité 

inflammatoire au niveau de plaques d’athérome à un stade avancé chez la souris et l’ischémie du 

myocarde chez le rat [42, 43]. 

 

Le Tableau 1 résume les avantages et les inconvénients de chaque modalité d’imagerie médicale au 

regard de l’imagerie moléculaire. 

Les méthodes d’imagerie nucléaire (TEP et TEMP) offrent la meilleure sensibilité de détection des 

agents de contraste et sont pour cette raison les plus avancées dans cette voie. De plus, la 
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tomodensitométrie complète l’observation avec une imagerie anatomique de bonne résolution, ce 

qui permet de bien localiser les phénomènes moléculaires mis en évidence en TEP et TEMP. L’outil 

d’imagerie moléculaire standard actuellement utilisé en clinique pour le diagnostic de pathologies 

artérielles est d’ailleurs un outil pour la TEP : le 18F-FDG. La TEMP combinée avec du 99mTc offre 

également de très nombreuses applications en imagerie moléculaire des pathologies artérielles qui 

s’avèrent parfois plus efficaces que le 18F-FDG.  

Les autres modalités ne doivent toutefois pas être laissées pour compte. L’IRM offre une observation 

anatomique bien plus complète que les autres méthodes, principalement grâce aux contrastes des 

tissus mous qu’elle apporte. Suite à l’injection d’un outil d’imagerie moléculaire, cette méthode 

permet de bien localiser la prise de contraste et d’identifier les zones à risque avec bien plus de 

précision que l’imagerie nucléaire couplée à de la tomodensitométrie. 

Enfin, l’échographie est largement disponible dans tous les hôpitaux, sans danger et peu coûteuse. 

De plus, l’échographie doppler est actuellement en clinique la méthode de diagnostic la plus 

courante pour les pathologies artérielles (cf. 1.3.1). Il est évident qu’un outil de diagnostic non invasif 

permettant d’améliorer la détection de ces maladies avec cette méthode serait également d’un très 

grand intérêt. 
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Tableau 1. Résumé des modalités d’imagerie et de leurs apports dans les pathologies artérielles 
(adapté de [31]) 

Modalité Type d’imagerie Applications Agents de 

contrastes 

 Anatomique Moléculaire Avantages Inconvénients  

Scanner X - 

Rapide, bonne 

résolution, utile pour 

le suivi des stades 

précoces 

Radiations ionisantes, 

requiert un agent de 

contraste 

Iode 

Barium 

NIRF - X 
Faible coût et 

largement disponible 

Photoblanchiment, 

faible rendement 

quantique, 

pénétration limitée 

dans les tissus 

Quantum dots 

Vert d’indocyanine 

Cyanine 5.5 

Bio-

luminescence 
- X 

Bonne sensibilité et 

spécificité 

Pénétration limitée 

dans les tissus, 

requiert une 

modification 

transgénique 

Luciférine 

TEMP - X 

Imagerie 3D, 

largement disponible, 

bonne sensibilité de 

détection en imagerie 

moléculaire 

Résolution 

temporelle limitée, 

utilisation de radio-

traceurs 

99m
Tc 

111
In 

201
Tl 

123
I 

131
I 

TEP - X 

Quantification de 

l’activité métabolique 

et du flux sanguin, 

très bonne sensibilité 

de détection en 

imagerie moléculaire 

Coût élevé, peu 

disponible, 

installation lourde, 

utilisation d’un radio-

traceur, temps de 

demi-vie court 

18
F 

15
O 

11
C 

13
N 

82
Rb 

IRM X X 

Très bonne résolution 

anatomique, 

contraste des tissus 

mous 

Coût élevé, 

installation lourde, 

sensibilité de 

détection moyenne 

en imagerie 

moléculaire 

Particules 
superparama-

gnétiques d’oxyde 
de fer 

Chélates de 

gadolinium 

Echographie X X 

Faible coût, 

largement disponible, 

rapide, reproductible 

et sans danger 

Résolution limitée 

avec de nombreux 

artefacts et 

interprétation des 

images difficiles, 

sensibilité de 

détection limitée en 

imagerie moléculaire 

Microbulles 
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2.2. Les cibles des pathologies artérielles 

Afin de cibler les pathologies artérielles, il est dans un premier temps nécessaire d’identifier les 

cellules ou molécules clés qui sont à la fois absentes lorsqu’il n’y a pas de pathologie et présentes en 

quantité suffisamment importante lors des premiers signes pathologiques de l’artère. 

Nous avons vu dans la première partie de ce manuscrit que les premiers phénomènes biologiques 

impliqués dans le développement de l’athérosclérose comprennent l’accumulation dans la paroi 

artérielle de LDL et le recrutement de leucocytes. La compréhension de ces phénomènes a été 

exploitée dans le but de développer des agents ciblants spécifiques de la pathologie.  

 

2.2.1. Les composants du sang 

Des premiers outils de diagnostic de l’athérosclérose ont été développés dans l’optique de suivre 

l’accumulation des globules rouges, des LDL, des leucocytes ou des plaquettes. 

Une première stratégie de ciblage a été d’associer un agent de contraste ex vivo à un de ces 

composants isolés puis de les injecter aux patients avant de les passer en imagerie. Il y a déjà 30 ans, 

des globules rouges radio-marqués au technétium 99m ont été injectés chez l’homme et ont apporté 

un contraste en TEMP au niveau d’anévrismes de l’aorte abdominale. Par la suite, des plaques 

d’athérome chez l’homme ont été révélées avec des LDL radio-marquées [44]. Plus récemment, un 

radio-marquage des plaquettes a l’oxinate d’indium 111 a permis de contraster en TEMP la 

thrombose veineuse [45]. 

Une autre méthode consiste à simplement rendre l’agent de contraste lipophile afin qu’il montre une 

affinité pour le cœur lipidique. Beilvert et al. ont ainsi mis au point des micelles incorporant du 

gadolinium et fonctionnalisées avec des fragments lipophiles de tyrosine et ont imagé en IRM des 

plaques d’athéromes chez la souris [46]. 

D’autres outils de diagnostic exploitent la fonction d’endocytose des macrophages. Des 

nanoparticules chargées en fer ont ainsi été développées pour être, après injection dans la 

circulation, captées par les macrophages et mettre en évidence leur accumulation en IRM pondérée 

en T2 [39, 40]. 

Pourtant, bien que ces techniques permettent de révéler des informations utiles, elles nécessitent 

une accumulation minimum du composant sanguin et ne permettent pas de suivre les évènements 

cellulaires qui interviennent longtemps avant qu’un changement structurel ne soit détectable [47]. 

 

2.2.2. Les cibles moléculaires 

Pour affiner le ciblage, la recherche s’est orientée vers une caractérisation plus fine de la pathologie 

afin de révéler les tous premiers phénomènes moléculaires. 

L’élément phare de l’imagerie moléculaire par exemple est basé sur les phénomènes de l’absorption 

et phosphorylation du glucose. La mise au point d’un analogue du glucose radio-marqué au fluor 18, 
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le 18F-FDG, permet de révéler en TEP les cellules à forte activité métabolique au niveau des sites 

cancéreux mais aussi inflammatoires. Le 18F-FDG permet ainsi de diagnostiquer les AAA [48, 49]. 

Une molécule bien particulière, l’annexine V, est exploitée pour son affinité nanomolaire pour la 

phosphatidylsérine exprimée à la surface des cellules apoptotiques [50]. Cette protéine soluble a été 

radio-marquée au technétium 99m et a permis la détection en TEMP de plaques d’athérome instable 

chez des patients victimes d’athérosclérose au niveau de la carotide [51]. Ce même outil a permis 

d’imager chez le rat des thrombi luminaux dans un modèle d’AAA et des végétations endocarditiques 

dans un modèle d’endocardite [52, 53]. 

En imagerie optique, Nury et al. ont développé des traceurs fluorescents activables qui permettent 

de visualiser in vivo l’activité de la MMP 12 [54]. La compagnie américaine PerkinElmer a également 

développé de tels traceurs qui ont permis de détecter l’activité de MMPs ou cathepsines dans des 

modèles murins d’AAA [55, 56]. Cette activité protéolytique massive a également été imagée en IRM 

sur un modèle de plaques d’athérome chez la souris en injectant du gadolinium fonctionnalisé avec 

un peptide dirigé contre les MMP activées [57]. 

 

Une autre stratégie très largement répandue consiste à étudier plus précisément les protéines 

membranaires mises en œuvre dans les processus d’adhésion et à fonctionnaliser l’agent de 

contraste avec un ligand d’une de ces protéines afin qu’il présente une affinité pour la paroi 

pathologique. C’est ainsi que l’intérêt s’est porté sur certaines protéines telles que les sélectines, 

certaines intégrines, la ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule 1), la VCAM-1 (Vascular Cell 

Adhesion Molecule 1), les récepteurs scavengers ou encore la fibrine qui sont toutes impliquées 

dans les processus d’adhésion entre cellules endothéliales activées, plaquettes activées et leucocytes 

(Figure 7). 

 

Figure 7 : Molécules d’adhésion entre cellules endothéliales activées, plaquettes activées et 
leucocytes [58]. 
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De nombreux outils de diagnostic des pathologies artérielles constitués d’agents de contraste 

conjugués à des ligands de ces protéines membranaires sont actuellement en cours de 

développement et se révèlent déjà prometteurs en préclinique. 

En injectant des microbulles recouvertes d’une membrane lipidique fonctionnalisée avec des 

anticorps dirigés contre l’intégrine α2bβ3, un fort signal a été obtenu en échographie au niveau du 

thrombus de la carotide chez la souris [59]. 

En IRM pondérée en T2*, la fonctionnalisation d’USPIO avec un peptide présentant une affinité pour 

VCAM-1 [60] ou pour un récepteur scavenger [61] a permis d’identifier la plaque d’athérome chez la 

souris avec une meilleure prise de contraste que celle apportée par des USPIO non fonctionnalisées. 

En injectant des MPIO conjuguées à des anticorps anti-VCAM-1, Montagne et al. ont imagé 

l’activation endothéliale cérébrovasculaire dans des modèle expérimentaux de la maladie 

d’Alzheimer et d’encéphalomyélite auto-immune chez la souris [62]. 

En IRM pondérée en T1, des thrombi induits dans la carotide de lapins ont été détectés avec un 

peptide liant la fibrine conjugué à du gadolinium [63]. 

 

Toutes ces cibles permettent l’identification de différents processus intervenant à des stades plus ou 

moins avancés des pathologies artérielles, comme l’illustre la Figure 8 dans le cas de 

l’athérothrombose. Un outil d’imagerie moléculaire ciblant des molécules d’adhésion telles que 

VCAM-1, ICAM-1 ou une sélectine permettra donc de faire un diagnostic précoce tandis qu’un outil 

ciblant une intégrine, la fibrine ou le cœur lipidique ne permettra un diagnostic qu’à un stade plus 

avancé. Afin de produire un outil de diagnostic qui répond au mieux aux besoins cliniques, à savoir le 

manque de diagnostic précoce (cf. 1.3.3), nous nous sommes orientés vers un ciblage de ces 

molécules d’adhésion. 

 

Dans un récent article de revue, les auteurs expliquent que la cible doit être choisie en fonction du 

phénomène pathologique que l’on veut identifier [64]. L’outil de diagnostic doit ainsi être orienté 

vers la fibrine ou les plaquettes pour imager le thrombus, vers l’intégrine αvβ3 pour identifier 

l’angiogénèse et vers les molécules d’adhésion pour l’inflammation. Nous avons sélectionné la P-

Sélectine qui est à la fois une molécule d’adhésion exprimée par les cellules endothéliales activées et 

par les plaquettes activées (Figure 7). Cibler la P-Sélectine permettra donc d’identifier l’inflammation 

aux stades précoces et d’imager les thrombi riches en plaquettes. 
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Figure 8 : Les cibles de l’imagerie moléculaire aux différents stades de l’athérothrombose (adapté 
de [64] ). 

 

2.2.3. La P-Sélectine 

Elle constitue avec la E-Sélectine et la L-Sélectine, une famille de 3 glycoprotéines 

transmembranaires. Ces protéines d’adhésion sont toutes les 3 impliquées dans le recrutement des 

cellules immunitaires dans le processus inflammatoire. 

Les sélectines possèdent toutes une structure en 3 parties : une courte partie cytoplasmique, une 

région transmembranaire et une longue partie extra-membranaire. Cette dernière partie fortement 

glycosylée est constituée de plusieurs protéines CR (Complement Regulatory), d’un domaine EGF-like 

(Epidermal Growth Factor) puis d’un domaine lectine calcium dépendant à son extrémité où se situe 

le site d’accroche propre au type de sélectine (Figure 9). 

La L-sélectine est présente à la surface de la plupart des leucocytes (L pour leucocyte). On la trouve 

plus précisément sur tous les granulocytes, tous les monocytes et la plupart des lymphocytes. Elle se 

lie à la Gly-CAM-1 (Glycosylation dependent Cell Adhesion Molecule 1), la CD34, ou encore à 

l’adressine, 3 molécules que l’on trouve à la surface des cellules endothéliales. 

La P-sélectine est stockée dans les α-granules des plaquettes (P pour plaquettes) et les corps de 

Weibel-Palade des cellules endothéliales. Elle est exprimée à la surface ou relarguée lors de leurs 

activations [47, 48]. Plus précisément, cette activation, déclenchée par un agoniste parmi la 

thrombine, l’histamine, l’activateur de la protéine kinase C ou l’ADP, consiste en la fusion des 
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granules avec la membrane conduisant ainsi la P-Sélectine à la surface de la cellule [65]. 

Contrairement à la E-Sélectine, cette fusion se fait rapidement et l’expression de la P-Sélectine a lieu 

dans les dizaines de minutes qui suivent la détection de l’agoniste [66]. Son ligand naturel est la 

PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) qui est exprimée à la surface de presque tous les 

leucocytes. 

La E-Sélectine est exprimée par les cellules endothéliales (E pour endothélium) en réponse à un 

stimulus inflammatoire. Ce phénomène est relativement lent ; l’expression débute environ 2h après 

le stimulus et s’achève au bout de 24 heures, avec un pic entre 6 et 12 heures [67]. La E-Sélectine 

possède une forte affinité pour la ESL-1 (E-Selectin Ligand-1) présente à la surface de certains 

leucocytes et la PSGL-1. 

 

Figure 9 : Schéma des processus d’adhésion impliquant les sélectines [68]. 

 

Pour les 3 sélectines, bien que les ligands soient variés, l’ancrage se fait toujours via un site 

d’accroche bien particulier, le site Sialyl Lewis X (SLe-X) (Figure 10). Ce tétrasaccharide carbohydrate 

se lie aux sélectines par l’intermédiaire de fonctions hydroxyle (OH) du L-fucose et D-galactose et les 

groupes carboxylates (COO-) de l’acide sialique [69]. 

 

 

Figure 10 : Spécificité des ligands des sélectines [70]. 

Des outils de diagnostic des pathologies artérielles ont ainsi été fonctionnalisés avec le SLe-X ou 

même avec des molécules qui présentent un site mimant ce site d’accroche telles que le fucoïdane 

(Cf 3.2.3). Des microbulles lipidiques fonctionnalisées avec SLe-X ont ainsi apporté une prise de 
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contraste en échographie au niveau d’ischémies du myocarde chez le rat [43]. Des MPIO 

fonctionnalisées avec 2 types de ligands, des anticorps anti P-Sélectine et des anticorps anti VCAM-1, 

ont permis d’imager des lésions d’athérosclérose chez la souris [71]. 

Au sein de notre équipe, l’injection de fucoïdane radio-marqué au technétium 99m a permis 

l’imagerie en TEMP du thrombus et de l’activation endothéliale chez le rat [72]. Ce nouveau traceur 

d’imagerie moléculaire est très prometteur et un essai clinique pour valider son utilisation comme 

outil de diagnostic de la thrombose artérielle est d’ailleurs prévu dans le cadre du projet européen 

NanoAthéro. Cependant, dans cette dernière étude, Rouzet et al. nous expliquent que le fucoïdane 

radio-marqué au technétium 99m est très efficace pour imager le thrombus intraluminal dans un 

modèle d’AAA chez le rat, mais ne permet pas d’identifier la paroi anévrismale proprement dite. Ma 

thèse s’inscrit dans la suite de ce projet et nous avons cherché une solution pour améliorer les 

propriétés de ciblage de cet outil d’imagerie moléculaire. 

 

2.3. Les nano/microparticules au service de l’imagerie moléculaire 

Dans la conception d’un outil d’imagerie moléculaire, après avoir défini l’agent de contraste et 

l’agent ciblant, il reste à choisir le support pour véhiculer les deux. 

 

2.3.1. Les différents supports pour l’imagerie moléculaire 

Les composants du sang : 

Comme nous l’avons expliqué précédemment (cf. 2.2.1), la première stratégie de ciblage adoptée a 

été d’isoler les composants du sang d’intérêt, les associer ex vivo à un agent de contraste puis les 

réinjecter dans la circulation du patient. Dans ce cas, le support utilisé est biologique. Il est alors 

judicieux de travailler avec des composants biologiques autologues, afin d’éviter toute réaction de 

rejet. Actuellement, de nombreux outils de diagnostic des pathologies artérielles sont basés sur des 

supports biologiques tels que des globules rouges, des lymphocytes, des plaquettes ou encore des 

LDL [44, 45, 73, 74]. 

Cette stratégie présente un avantage en terme de sécurité puisque l’on réinjecte dans l’organisme 

une cellule ou molécule qui était déjà présente dans le sang. Seul l’ajout de l’agent de contraste peut 

induire une légère modification. 

Toutefois, malgré un intérêt certain pour imager et caractériser les stades tardifs, cette stratégie ne 

permet pas de diagnostiquer les premiers stades des pathologies artérielles [47]. 

 

Les molécules libres : 

Pour affiner le ciblage, la recherche s’est intéressée aux molécules d’adhésion exprimées au niveau 

de la paroi artérielle pathologique aux stades précoces et l’approche la plus simple consiste alors à 
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injecter une molécule soluble qui est à la fois ligand de la protéine cible identifiée et conjuguée à un 

agent de contraste. 

De nombreux peptides, anticorps ou autres petites molécules, décrits précédemment, ont ainsi été 

utilisés comme support pour l’imagerie moléculaire des maladies artérielles [31, 48, 63, 72]. 

Ces molécules apportent d’excellents résultats et améliorent nettement le diagnostic apporté par les 

agents de contraste couplés aux composants du sang. De plus, leur petite taille joue en faveur d’une 

injection dans l’organisme sans complication puisqu’elle n’entraîne pas de risque d’occlusion 

vasculaire.  

Il s’avère malgré tout que ces supports moléculaires sont éliminés trop rapidement de la circulation 

sanguine, et qu’ils présentent une affinité parfois faible et un signal en imagerie limité. 

 

Les nano/microparticules : 

Dans l’optique de perfectionner l’imagerie moléculaire, de nombreux outils de diagnostic ont été 

développés à partir d’un support type nanoparticule ou microparticule sphérique auquel sont 

associés en surface des agents ciblants et à l’intérieur des agents de contraste. Ces dispositifs 

présentent des avantages qui permettent d’affiner le diagnostic : 

- Suite à l’injection dans la circulation sanguine d’une molécule étrangère, l’organisme 

réagit rapidement à l’intrusion et les outils de diagnostic sont éliminés par les organes de 

clairance. Or, ces supports de type nano ou microparticule présentent une grande 

surface spécifique qui offre suffisamment d’espace pour une fonctionnalisation avec des 

chaînes de polyéthylène glycol (PEG) qui permettent de rendre la surface du dispositif 

plus hydrophile et ainsi prolonger leur  temps de circulation avant clairance [75]. En 

circulant plus longtemps dans les vaisseaux, leur chance de rencontrer la cible est plus 

forte. 

- Ces nano ou microparticules présentent une grande surface spécifique pouvant être 

fonctionnalisée avec plusieurs ligands ce qui permet d’optimiser leur affinité pour la cible 

[76-78].  

- Avec un volume plus important, le système particulaire permet de décupler la quantité 

d'agents de contraste par objet. 

 

Mais, bien que de telles technologies présentent un grand intérêt dans la conception d’outils de 

diagnostic, leur utilisation en clinique n’est pas encore d’actualité. 
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2.3.2. Les nano/microparticules, supports idéaux pour l’application clinique ? 

Dans ce paragraphe nous présentons une étude comparative des différentes directions empruntées 

en imagerie moléculaire, dans le cadre des pathologies artérielles. Le Tableau 2 présente une liste 

non exhaustive des différents outils de diagnostic des pathologies artérielles en fonction de la 

modalité d’imagerie, de l’agent de contraste utilisé pour obtenir une prise de contraste, de la cible 

visée, du ligand employé, du type de support et de l’état d’avancement par rapport à l’application 

clinique. Nous essayerons ensuite de déterminer le support idéal pour une telle application. 

 

 

Tableau 2. L’état d’avancement de l’imagerie moléculaire des pathologies artérielles 

Modalité 

d’imagerie 
Agent de 
contraste 

Cible Ligand 
Type de 
support 

Etat 
d’avancement 

Réf 

TEP Fluor 18 
Cellules à forte 

activité 
métabolique 

Analogue du glucose : 
FDG 

Molécule 
Utilisé en clinique 

[48, 79] 

TEMP 

Technétium 
99m 

Phosphatidylsérine Péptide : Annexine-V Molécule 

Essai clinique 
Athérosclérose 

 
Préclinique 

In vivo 
AAA chez le rat 

 

[51, 53] 

 P-Sélectine 
Polysaccharide : 

Fucoïdane 
Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Thrombus intra-
anévrismal et 

endocardite chez le 
rat 

Mise en place d’un 
essai clinique 

 

[72, 80] 

 VCAM-1 Peptide Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Athérosclérose chez 
la souris 

 

[81] 

 
Récepteur de la 

chémokines (C-C) 
de type 2 

Peptide : Monocyte 
Chemotactic Protein 

1 (MCP1) 
Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Athérosclérose chez 
le lapin 

[82] 

Iode 123 P-Sélectine Anticorps Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Thrombus chez le 
babouin 

 

[83] 

Indium 111 Fibrine Peptide Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Thrombus chez la 
souris 

 

[84] 
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IRM 

Fer 
P-Sélectine 

+ 
VCAM-1 

Anticorps 

Microparticules 
de 1 µm 

 

Préclinique 
In vivo 

Athérosclérose chez 
la souris 

 

[71] 

 VCAM-1 Peptide 

Nanoparticules 
de 30 à 50 nm 

 

Préclinique 
In vivo 

Athérosclérose chez 
la souris 

 

[60] 

 E-Sélectine Anticorps 
Nanoparticules 

de 50 nm 

Préclinique 
In vivo 

inflammation chez 
la souris 

 

[85] 

Gadolinium Cœur lipidique Peptide 
Nanoparticules 

de 15 nm 

Préclinique 
In vivo 

Athérosclérose chez 
la souris 

 

[46] 

 Fibrine Peptide Molécule 

Préclinique 
In vivo 

Thrombus chez le 
lapin 

 
Essai clinique 

Thrombus 

[63] 
 
 
 
 

[86] 

Echographie 

Microbulles 
Targestar SA ® 
(Targeson Inc.) 

Intégrine α2bβ3 Anticorps 
Microbulles 
lipidiques 

Préclinique 
in vivo 

Thrombus chez la 
souris 

 

[59] 

Perfluoro-
butane gazeux 

P-Sélectine Sialyl Lewis X 
Microbulles 

lipidiques de 2 à 
5 µm 

Préclinique 
in vivo 

Ischémie du 
myocarde chez le 

rat 
 

[43] 

Perfluoro-
propane gazeux 

VCAM-1 Anticorps 
Microbulles 

lipidique de 2 à 
5 µm 

Préclinique 
In vitro 

[87] 

Bromure de 
perfluorooctyle 

(PFOB) 
  

Nanoparticules 
de 200 nm 

Préclinique 
In vitro 

[88] 

 

L’imagerie moléculaire des pathologies artérielles connaît encore peu d’application clinique. La 

médecine nucléaire est la plus avancée dans le domaine avec notamment le 18F-FDG qui est 

couramment utilisé en clinique et l’Annexine V dont l’utilisation en clinique a été validée. Pour les 

autres modalités, presque aucun agent de contraste fonctionnalisé avec un agent de ciblage n’a été 

validé chez l’homme mais de nombreux outils de diagnostic ont fait leurs preuves en préclinique, sur 

des modèles animaux variés.  

Le Tableau 2 met également en évidence le fait que les outils d’imagerie moléculaire les plus avancés 

sont basés sur un support de type molécule libre. En scintigraphie, la stratégie nano/microparticule 
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n’a absolument pas été envisagée malgré les nombreux avantages qu’elle présente (Cf. 2.3.1). En 

IRM, le seul outil de ce tableau validé par un essai clinique est aussi le seul à être basé sur une 

molécule libre; le peptide EP-2104R ciblant la fibrine conjuguée à un chélate de Gadolinium. En 

échographie et en IRM pondérée en T2 la tendance est inversée, la totalité des outils de diagnostic 

présente une taille nano ou micrométrique. L’explication est physique ; il est impossible d’obtenir un 

contraste en IRM T2 et en échographie avec une simple molécule libre. Comme nous l’avons vu 

précédemment (Cf. Tableau 1), ces modalités d’imagerie apportent une plus faible sensibilité de 

détection des agents de contraste. En fait, on comprend que de façon générale, les outils de 

diagnostic basés sur des supports de type nanoparticules ou microparticules se développent dans les 

secteurs d’imagerie moléculaire où les molécules libres ne sont pas suffisamment efficaces. 

Cette tendance s’explique en partie par le fait que l’injection dans la circulation sanguine d’outils de 

diagnostic de type nano ou microparticules présente certains risques cliniques. Il faut en effet d’un 

côté bien contrôler le diamètre hydrodynamique des microparticules afin qu’ils n’entraînent pas 

d’occlusions vasculaires, et d’un autre coté prendre en considération les différents risques de 

toxicité pouvant être générés par les nanoparticules [89]. La molécule libre a ainsi été favorisée car 

elle présente moins de danger lors d’une administration chez l’homme et donc une meilleure 

accessibilité à l’application clinique. 

Cependant, malgré cette controverse sur la toxicité, certaines nanoparticules ont été validées 

cliniquement. Les USPIO Sinerem® de la compagnie Guerbet en sont un bon exemple [39, 90]. Ces 

USPIO ne figurent pas dans le tableau des outils d’imagerie moléculaire car elles ne sont pas 

fonctionnalisées ni dirigées contre une molécule spécifique, mais elles témoignent tout de même de 

la possibilité d’utiliser un tel support chez l’homme. 

Dans ce projet de thèse, nous avons fait ce pari sur l’avenir des nano- et microparticules comme outil 

d’imagerie moléculaire. Nous nous sommes donc orientés vers la synthèse d’un tel support. 

 

2.3.3. Les différent types de nano/microparticules 

La littérature décrit plusieurs structures de nanoparticules pouvant être utilisées comme support 

d’outil d’imagerie moléculaire (Figure 11). 
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Figure 11 : Les différents types de nanoparticules (adaptée de [91]) 

 

Les nanoparticules inorganiques regroupent principalement les nanoparticules d’oxyde de fer 

développées pour l’IRM et les nanoparticules d’or développées pour l’imagerie optique et la 

tomodensitométrie. Les nanocristaux de semi-conducteur (quantum dots) présentent des propriétés 

de fluorescence intéressantes et sont exclusivement utilisés en imagerie moléculaire optique. 

Des outils d’imagerie moléculaire sont également développés à partir de nanotubes de carbone 

associés à des radio-isotopes ou des fluorochromes [92, 93]. Ce type de nanoparticule présente de 

sérieux inconvénients en termes de toxicité et leur avenir en clinique est très discuté. Toutefois, 

certains croient en leur application médicale à condition de les recouvrir en surface avec du PEG [94]. 

Les nanoparticules lipidiques sont constituées de lipides et/ou de molécules amphiphiles qui s’auto-

assemblent spontanément dans un milieu aqueux. Elles sont souvent associées à des agents de 

contraste et utilisées en imagerie moléculaire [95]. Les liposomes comportent une phase aqueuse 

encerclée d’une bicouche lipidique. Ils sont légèrement plus larges que les nanoparticules lipidiques 

et sont employés pour encapsuler divers agents de contraste [96]. 

Les dendrimères sont des structures macromoléculaires constituées par une association de 

monomères selon un processus arborescent autour d’un cœur central. Ils ont généralement une 

forme sphérique. Leur importante ramification fonctionnalisée leur permet de s’associer à des 

molécules actives variées dont des agents de contraste. Des dendrimères sont ainsi développés pour 

tout type d’imagerie moléculaire [97, 98]. 

Les nanoparticules polymériques regroupent toutes les nanoparticules constituées de polymères qui 

n’entrent pas dans la catégorie des dendrimères. Elles sont capables de retenir une ou plusieurs 

molécules actives par adsorption ou séquestration et sont ainsi souvent associées à des agents de 

contraste de cette façon [99]. Tous ces supports polymériques présentent un important avantage en 

termes de toxicité à condition de choisir des polymères biodégradables et biocompatibles. 

Nous avons opté pour ce type de support et nous nous sommes orientés vers la synthèse de 

nano/microparticules à partir de polysaccharides d’origine naturelle.  
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3. Les polysaccharides pour la conception d’outils d’imagerie 

moléculaire 
 

3.1. Conception d’un hydrogel polysaccharide 

Les polysaccharides sont des polymères carbohydrates généralement composés de 

monosaccharides variés liés par des liaisons glycosidiques que l’on trouve abondamment dans la 

nature et dans les organismes vivants. Ils sont le plus souvent d’origine animale, végétale, 

bactérienne ou fongique. 

Ils sont également très présents chez l’homme, notamment dans la composition de la matrice 

extracellulaire et, pour cette raison en partie, les polysaccharides constituent une bonne alternative 

aux matériaux synthétiques pour toute application en interaction avec le vivant. 

L’équipe de bio-ingénierie cardiovasculaire de l’unité Inserm U698 s’est ainsi orientée vers la 

conception de biomatériaux à base de polysaccharides. Dans cette étude, nous avons plus 

précisément travaillé avec le dextrane et le pullulane qui sont deux polysaccharides d’origine 

bactérienne et fongique respectivement, dont l’utilisation est validée par l’autorité européenne de 

sécurité des aliments et qui sont d’ores et déjà couramment employés en industrie pharmaceutique 

[100, 101]. 

 

3.1.1. Le dextrane 

Le dextrane est un polymère ramifié de glucose synthétisé par l’action enzymatique de la bactérie 

Leuconostoc mesenteroides sur le saccharose. 

Ses chaînes sont constituées de glucoses liés pour la plupart par des liaisons osidiques alpha 1-6, et 

pour certaines chaînes latérales par des liaisons alpha 1-2, 1-3 ou 1-4 (Figure 12). Il a été démontré 

que le degré de branchement de ces chaînes latérales dépendait de la souche bactérienne et des 

conditions de culture utilisées [102]. 

Il est couramment utilisé en médecine comme substitut plasmatique ou lacrymal. 

 

3.1.2. Le pullulane 

Le pullulane est un polymère de glucose synthétisé par le champignon Aureobasidium pullulans à 

partir de l’amidon. 

Ses chaînes sont constituées d’une succession de groupements de 3 glucoses, appelés maltotrioses. 

Dans chaque groupement de maltotriose, les unités de glucose sont reliées entre elles par des 

liaisons osidiques alpha 1-4 et les maltotrioses sont connectés entre eux par des liaisons alpha 1-6 

(Figure 12). 

Il est aujourd’hui largement employé pour les enveloppes de compléments alimentaires [103]. 
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Figure 12 : Structures du dextrane et du pullulane [104]. 

 

3.1.3. Un hydrogel réticulé 

Des précédents travaux du laboratoire ont montré qu’il était possible de co-réticuler les chaînes de 

pullulane et de dextrane avec du trimétaphosphate de sodium (STMP) et ainsi d’obtenir un hydrogel 

solide. Cette méthode a permis de fabriquer des matrices poreuses supports pour de la culture 

cellulaire en 3 dimensions [105, 106]. 

La biocompatibilité de ces matrices a été caractérisée en fonction du ratio pullulane/dextrane 

entrant dans la composition et le ratio ¾ de pullulane et ¼ de dextrane a été sélectionné pour la suite 

des applications en ingénierie tissulaire [107]. Ces matrices poreuses se révèlent prometteuses pour 

des applications en thérapie cellulaire (Figure 13). Il a été démontré qu’elles sont un support idéal 

pour la culture en 3 dimensions de cellules endothéliales et leur délivrance suite à la dégradation 

enzymatique du support [108]. Ce support offre également de bonnes conditions pour la culture de 

cellules mésenchymateuses et permet d’améliorer la délivrance cellulaire dans un modèle d’ischémie 

du myocarde chez le rat [109]. 

En couplant la technique de réticulation des chaînes de pullulane et dextrane en solution aqueuse à 

un procédé d’émulsion de type eau dans huile, notre équipe a également mis au point une méthode 

permettant d’obtenir ce même hydrogel sous forme de billes poreuses de plusieurs centaines de 

micromètres destinées à de la thérapie cellulaire moins invasive. Le projet était de cultiver les 

cellules d’intérêt sur les billes puis d’injecter les suspensions au niveau de la pathologie sans 

opération chirurgicale. 

Afin de produire avec cette méthode un support pour l’imagerie moléculaire, la première étape de 

mon travail de thèse a consisté en la modification des paramètres de ce procédé d’émulsion-

réticulation afin d’obtenir un hydrogel injectable dans la circulation sanguine sous forme de 

nano/microparticules. 
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Figure 13 : (a) Photo d'une matrice de pullulane-dextrane. (b) Observation au microscope 
électronique environnemental des pores d'une matrice. (c) Observation en microscopie optique à 
fluorescence de coupes histologiques d'un coeur de rat présentant un infarctus du myocarde et sur 
lequel on a implanté une matrice dans laquelle ont été cultivées des cellules mésenchymateuses. 
Le rat a été sacrifié 1 mois après l’implantation. La zone infarcie au niveau de laquelle la matrice a 
été implantée est encadrée en blanc. (d) Grossissement de la zone infarcie. Les cellules 
mésenchymateuses sont visibles en fluorescence rouge ; elles ont colonisé la zone infarcie [109]. 

 

3.2. Les fucoïdanes 

3.2.1. Des polysaccharides sulfatés 

Les fucoïdanes sont des polysaccharides sulfatés extraits de la matrice extracellulaire d’algues 

brunes. 

Il existe plusieurs types de fucoïdane, suivant l’algue dont ils sont extraits. La composition chimique 

de certains types, comme le Fucus vesiculosus avec lequel nous travaillons, est relativement simple, 

constituée d’unités L-fucose et de groupements ester sulfate occupant en général les positions C-2, 

C-3 ou C-4 (Figure 14).  

D’autres fucoïdanes ont une composition chimique plus riche, comprenant des monosaccharides et 

des acides uroniques. La structure des différents fucoïdanes est assez complexe avec une variation 
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de liaisons α(1→3) et α(1→4) ainsi que des branchements liés en α(1→2) sur la chaîne principale 

[110].  

Comparés à d’autres polysaccharides sulfatés, les fucoïdanes sont disponibles à partir de sources bon 

marché et ont été pour cette raison beaucoup étudiés pour le développement de produits 

pharmaceutiques. 

 

 

Figure 14 : Structure des fucoïdanes [111] 

 

3.2.2. Les nombreuses propriétés du fucoïdane 

Au cours des dernières décennies, l’intérêt pour ce polysaccharide a été grandissant et la littérature a 

décrit de nombreux effets biologiques induits par le fucoïdane. Ces effets varient selon les 

modifications de structure observées suivant l’espèce d’algue dont ils sont extraits. 

Les propriétés les plus étudiées des fucoïdanes, mais aussi des polysaccharides sulfatés en général, 

sont leurs fortes activités anti-coagulantes et anti-thrombotiques [112, 113]. Le fucoïdane inhibe 

l’activité de la thrombine soit en agissant directement sur cette enzyme, soit en activant 

l’antithrombine III ou le cofacteur II de l’héparine [114]. En fait, le mécanisme biochimique précis de 

l’action anti-coagulante varie suivant l’espèce de fucoïdane utilisée. Dans certains cas, cet effet est 

aussi efficace que celui de l’héparine qui est également un polysaccharide sulfaté et un anti-

thrombotique très largement utilisé en clinique. Le fucoïdane, qui est d’origine végétale, est ainsi 

envisagé comme alternative à l’héparine, qui est d’origine animale. 

Les fucoïdanes, principalement de type Ecklonia cava, ont des activités anti-inflammatoires et 

antioxydantes [115]. Ils ont pour effet d’inhiber l’adhésion des leucocytes et la production de 

nombreuses cytokines pro-inflammatoires dont l’interleukine-1β et le facteur de croissance 

nécrotique α dont on a expliqué les rôles précédemment (Cf. 1.2.3). Ils diminuent également la 

production excessive d’oxyde nitrique et de prostaglandine E2 [116, 117]. Ces effets bénéfiques ont 

été envisagés pour traiter des maladies neurodégénératives [118]. 

La littérature rapporte également des vertus anti-cancéreuses. Certains fucoïdanes, notamment 

l’espèce Cladosiphon okamuranus, ont des propriétés antiprolifératives qui réduisent les métastases 
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et des propriétés qui induisent l’apoptose de certains lymphocytes T, deux propriétés qui limitent la 

progression cancéreuse [119, 120].  

Tous ces effets s’expliquent par la possibilité de liaison entre le fucoïdane, via ses sites sulfatés, et 

certaines enzymes ou protéines membranaires, déclenchant ainsi des voies de signalisation qui 

aboutissent à une action biologique. Dans ce projet de recherche, nous nous intéresserons plus 

particulièrement à la capacité du fucoïdane à se lier à la P-Sélectine. 

 

3.2.3. Une forte affinité pour la P-Sélectine 

Les sites sulfatés présents sur les chaînes du fucoïdane extrait de l’algue fucus vesiculosus apportent 

à cette molécule une structure analogue au Sialyl lewis X et Bachelet et al. ont démontré, dans une 

étude réalisée au sein de notre laboratoire, que le fucoïdane avait pour cette raison une forte affinité 

pour la P-Sélectine [80]. Dans cette étude, la formation du complexe P-Sélectine/fucoïdane a été 

caractérisée in vitro par résonance plasmon de surface (SPR) et une constante d’affinité entre les 

deux molécules de 1,2 nM a été mesurée (Figure 15a). Cette valeur traduit une forte affinité, bien 

plus importante que l’affinité entre la P-Sélectine et son ligand naturel (PSGL-1) dont la constante de 

dissociation à été mesurée à 320 nM [121]. Le fucoïdane extrait de l’algue fucus vesiculosus s’avère 

donc être un excellent candidat pour cibler la P-Sélectine.  

Ce ligand a été ensuite associé à un agent de contraste afin de l’utiliser pour faire de l’imagerie 

moléculaire des pathologies cardiovasculaires caractérisées par l’expression de P-Sélectine, comme 

l’endocardite infectieuse (Figure 15b) [72]. Comme nous l’avons mentionné précédemment (cf. 2.2.3) 

le fucoïdane radio-marqué constitue un outil d’imagerie moléculaire prometteur qui possède malgré 

tout quelques limitations. 

 

 
Figure 15 : (a) Sensogramme SPR obtenu avec une solution de fucoïdane injectée en flux sur une 
puce SPR sur laquelle sont greffées des protéines P-Sélectine ou des anticorps isotypiques (IgG 
contrôle) [80]. (b) Images TEMP d’un rat présentant une endocardite aortique après injection de 
fucoïdane radio-marqué au 99mTc [72].  
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Cette thèse s’inscrit dans la suite de ce projet et décrit la conception d’un nouvel outil d’imagerie 

moléculaire en combinant le ligand fucoïdane à un support de type nano/microparticules 

polysaccharides et à différents agents de contraste. 

 

 

Stratégie du projet : 

Une fois dressé l’état de l’art, nous avons les éléments pour orienter notre stratégie dans les 

différentes étapes de la conception d’un outil d’imagerie moléculaire. 

Nous avons vu que la scintigraphie, l’IRM et l’échographie offraient des avantages et des 

inconvénients variés vis-à-vis de l’imagerie moléculaire (Cf. 2.1). La scintigraphie apporte la meilleure 

sensibilité de détection des agents de contraste et l’IRM permet une définition anatomique bien plus 

précise. Nous avons donc décidé de travailler en parallèle sur la mise au point de 2 outils d’imagerie 

moléculaire différents pour ces 2 modalités d’imagerie. 

Nous avons ensuite abordé les différentes cibles moléculaires intéressantes pour notre projet et nous 

avons retenu la P-Sélectine (Cf. 2.2). Cette protéine d’adhésion moléculaire s’avère en effet être un 

bon candidat puisqu’elle est à la fois exprimée par les cellules endothéliales activées et par les 

plaquettes activées. Pour cette raison, cette protéine est spécifique des premières lésions de la paroi 

endothéliale et du thrombus riche en plaquettes. 

Nous nous sommes enfin orientés vers un support de type micro/nanoparticule qui nous permettra 

d’optimiser les propriétés de ciblage et d’imagerie (Cf. 2.3). Afin de favoriser la biodégradabilité et la 

biocompatibilité, nous avons opté pour des matériaux polymères. Un procédé d’émulsion-

réticulation va permettre de synthétiser un hydrogel sous la forme de micro/nanoparticules 

injectables (Cf. 3.1). Cet hydrogel sera composé de 3 polysaccharides d’origine naturelle : le dextrane, 

le pullulane et le fucoïdane. Ce dernier polysaccharide sulfaté présente une forte affinité pour la P-

Sélectine et constituera l’agent ciblant de notre outil d’imagerie moléculaire (Cf. 3.2). 
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TRAVAUX DE THESES 

Contexte : 

Dans la première partie de ce manuscrit, la description des principales pathologies artérielles, de leur 

prépondérance et de leur prise en charge actuelle nous a permis d’identifier un problème clinique : la 

médecine d’aujourd’hui manque de techniques non invasives permettant leur diagnostic précoce. 

Nous pensons que l’imagerie moléculaire peut apporter une solution à cette impasse médicale. En 

injectant dans la circulation sanguine un agent de contraste conjugué à un agent ciblant, cette 

méthode permettrait de révéler spécifiquement les toutes premières molécules exprimées par la 

paroi artérielle lésée. Cette stratégie a fait ses preuves en préclinique et nous avons décrit les 

différentes pistes prometteuses abordées. 

Dans ce contexte, l’ambition de ce projet de thèse était de développer un nouvel outil d’imagerie 

moléculaire des pathologies artérielles. 

Mes objectifs ont été les suivants : 

1) Mettre au point une méthode permettant de synthétiser des microparticules polysaccharides : 

- Présentant un diamètre adapté pour une injection dans la circulation sanguine. 

- Fonctionnalisées en surface avec du fucoïdane afin d’assurer les propriétés de ciblage. 

- Incorporant un agent de contraste propre à une modalité d’imagerie médicale. 

2) Caractériser in vitro les microparticules afin de confirmer l’efficacité de la fonctionnalisation et de 

mesurer l’incorporation des agents de contraste. 

3) Valider in vivo l’efficacité de l’outil d’imagerie moléculaire sur un modèle de pathologie artérielle 

chez le petit animal. 

Nous décrirons dans un premier temps le protocole d’émulsion-réticulation qui nous a permis de 

répondre à notre premier objectif et de produire 2 outils de diagnostic propre à 2 modalités 

d’imagerie moléculaire : la tomographie par émission de positon (TEMP) et l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM). 

Nous présenterons ensuite dans deux parties distinctes les deux projets correspondants aux 2 outils 

de diagnostic développés. La présentation de ces 2 projets sera axée sur 2 articles scientifiques, le 

premier publié dans Theranostics et le second soumis à Acta Biomaterialia regroupant chacun la 

caractérisation in vitro et la validation in vivo en imagerie petit animal sur un modèle d’anévrisme de 

l’aorte abdominale (AAA) chez le rat en scintigraphie et en IRM respectivement. 
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Procédé d’émulsion-réticulation 

Réaction de réticulation 

Notre groupe de recherche a précédemment validé l’utilisation du trimétaphosphate de sodium 

(STMP) pour réticuler les chaînes solubles de pullulane et de dextrane en un hydrogel solide. La 

première étape de cette réaction consiste en l’ajout de NaOH à la solution aqueuse de 

polysaccharide pour transformer les groupes hydroxyles présents sur les chaînes polysaccharides en 

alcoolates. Après 10 minutes d’incubation à température ambiante en condition alcaline, le STMP est 

ajouté. Les ions alcoolates réagissent avec les molécules cycliques du STMP qui vont s’ouvrir et 

finalement former des liaisons phosphates entre les groupes hydroxyles des différentes chaînes 

polysaccharides (Figure 16). Après 20 minutes d’incubation à 50°C, un réseau de réticulation s’est 

créé et un hydrogel solide est obtenu. 

 
Figure 16. Réaction de réticulation des chaînes polysaccharides formant un hydrogel 

 

 

Emulsion de type eau dans huile 

Afin de façonner cet hydrogel sous forme de microparticules sphériques, nous avons eu recours à 

une technique d’émulsion. 

Le principe de l’émulsion consiste à mélanger deux liquides non miscibles. On choisit généralement 

une phase aqueuse et une phase huileuse. A l’échelle macroscopique, le mélange paraît homogène 

mais en réalité, une des 2 phases s’est dispersée sous forme de micro-gouttelettes en suspension 

dans l’autre phase. 

Cette méthode est très largement employée pour la fabrication de colloïdes mais dans la majorité 

des cas, il s’agit d’une émulsion de type huile dans eau. Dans notre cas, les polysaccharides sont 

solubles dans l’eau et nous avons donc opté pour une émulsion de type eau dans huile. Ainsi, à l’aide 

d’une tige de dispersion, nous formons des micro-gouttelettes de phase aqueuse contenant notre 

mélange de chaînes polysaccharides en émulsion dans une phase continue d’huile (nous utilisons de 

l’huile de colza commerciale). 

En ajoutant juste avant l’étape d’émulsification le NaOH et le STMP et en incubant ensuite l’émulsion 

20 minutes à 50°C, les micro-gouttelettes polysaccharides en phase aqueuse vont réticuler en 

hydrogel et ainsi former des microparticules sphériques solides. 
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Synthèse de microparticules injectables 

Nous avons optimisé les différents paramètres de ce procédé d’émulsion-réticulation afin d’obtenir 

des microparticules présentant un diamètre adapté à une injection dans la circulation sanguine. Les 

plus petits capillaires du système vasculaire humain étant de 5 µm, il faut impérativement que les 

microparticules aient toutes un diamètre inférieur à 5 µm afin d’éviter l’occlusion vasculaire. 

Pour cela, nous avons notamment ajouté des tensioactifs dans la phase continue de notre  émulsion. 

Ces molécules amphiphiles permettent de modifier les tensions de surface entre les deux phases non 

miscibles et donc de modifier la dispersion de la phase en émulsion. 

Nous avons également ajusté le ratio phase aqueuse/phase huileuse, baissé la température de l’huile 

à -5°C afin de ralentir la réaction de réticulation, paramétré la vitesse et le temps de dispersion et 

modifié la quantité d’agent réticulant. 

Enfin, a posteriori, nous avons trié les suspensions obtenues par filtration et centrifugation afin 

d’affiner la distribution en taille. 

En travaillant sur ces différents paramètres, nous sommes parvenus à établir un premier protocole 

permettant de produire des suspensions de microparticules polysaccharides présentant une 

distribution de taille reproductible et adaptée à une administration intraveineuse avec des diamètres 

hydrodynamiques centrés autour de 500 nm et avec un maximum toujours inférieur à 4 µm (Figure 

17a). Ce protocole a été retenu pour le 1er projet de cette thèse. 

Pour le 2nd projet, nous avons ajusté la distribution de taille autour d’un diamètre moyen plus large 

(2,5 µm), avec un diamètre maximum de 10 µm (Figure 17b). Ces suspensions de microparticules 

légèrement plus larges nous ont permis d’optimiser l’incorporation de l’agent de contraste propre à 

l’IRM pondéré en T2* et d’étudier plus précisément le comportement in vivo de notre support 

polysaccharide. Il faudra toutefois garder à l’esprit que même si l’injection in vivo de ces 

microparticules chez le rat et la souris n’a engendré aucun problème apparent, elles présenteront 

tout de même un risque potentiel d’occlusion vasculaire pour une utilisation en clinique. 

Rq : Pour les microparticules du projet 1, nous avons mesuré les diamètres hydrodynamiques des 

microparticules par diffusion dynamique de la lumière (NanoZS, Malvern Instruments). Pour celles du 

projet 2, les diamètres étant trop importants pour utiliser le même type de diffusion dynamique de la 

lumière, nous avons mesuré la distribution de taille sur des observations au microscope optique à 

l’aide d’un logiciel d’analyse d’image (Image J, NIH). 
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Figure 17. Observation au microscope électronique à balayage (MEB) des suspensions de 
microparticules obtenues avec le protocole retenu pour le projet 1 (a) et le protocole retenu pour 
le projet 2 (b) accompagnées des distributions de taille obtenues avec ces protocoles. 

 

Fonctionnalisation et ajout d’agents de contraste  

Une fois que nous avons obtenu notre support, nous avons travaillé d’une part sur une méthode 

pour le fonctionnaliser avec du fucoïdane et d’autre part pour y incorporer des agents de contraste. 

Le fucoïdane étant un polysaccharide, il présente aussi des groupes hydroxyles et pourra donc être 

réticulé de la même façon. Nous l’avons donc simplement solubilisé dans la phase aqueuse avec le 

pullulane et le dextrane afin qu’il soit présent dans les hydrogels sphériques obtenus. 

Afin de pouvoir détecter les microparticules en fluorescence, nous avons dans un premier temps 

remplacé une partie du dextrane par des chaînes de dextrane identiques conjuguées à de 

l’isothiocyanate de fluorescéine (dextrane-FITC). Toutes les microparticules des 2 projets ont été 

préparées avec du dextrane FITC. Cela nous a permis de les observer en microscopie optique à 

fluorescence (en suspension ou en histologie sur les coupes d’AAA), en microscopie intravitale à 

fluorescence et de les détecter en cytométrie en flux. 

Nous avons ensuite développé un radio-marquage des microparticules avec du technétium 99m. 

L’association de ce radio-isotope se fait extemporanément sur une suspension de microparticules 

prête à être injectée par le biais d’une réaction de réduction en présence de SnCl2. L’outil d’imagerie 

TEMP ainsi mis au point fait l’objet du premier projet présenté dans ce manuscrit. 
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Nous avons enfin incorporé dans les microparticules polysaccharides des nanoparticules 

superparamagnétiques d’oxyde de fer (en anglais Ultrasmall Superparamagnetic Particle of Iron 

Oxide : USPIO). Nous avons utilisé des USPIO Sinerem®, fourni par la compagnie Guerbet, qui sont, 

pour des raisons de stabilité, recouvertes à la surface par du dextrane. Ce recouvrement de dextrane 

nous a permis de greffer les USPIO aux chaînes polysaccharides via les liaisons triphosphates du 

STMP. L’incorporation de cet agent de contraste consiste simplement en la solubilisation des 

polysaccharides dans une suspension d’USPIO. La suite du protocole reste inchangé et nous obtenons 

au final des microparticules chargées en oxyde de fer (en anglais Microsized Particle of Iron Oxide : 

MPIO). Cette méthode nous a permis de développer un outil d’imagerie moléculaire en IRM 

pondérée en T2* qui a été étudié dans le 2nd projet. 

 

La figure 18 ci-dessous résume sous forme de schéma les différentes étapes de la fabrication des 

microparticules radio-marquées au 99mTc (99mTc-MP-Fucoïdane) et des microparticules chargées en 

USPIO (MPIO-Fucoïdane).  
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Figure 18. Schéma des procédés de fabrication des 2 outils d’imagerie moléculaire 
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Projet 1. Microparticules polysaccharides radiomarquées ciblant 

l’AAA chez le rat : nouvel outil pour l’imagerie TEMP 

 
 
 

Avant propos 

La première stratégie retenue pour le développement d’un outil d’imagerie moléculaire des 

pathologies artérielles a consisté en la combinaison des microparticules fonctionnalisées avec un 

radio-isotope. 

L’imagerie nucléaire offre une détection extrêmement sensible des agents de contraste (de l’ordre 

du picomolaire [31]) et pour cette raison, la TEP et la TEMP sont les modalités d’imagerie qui se 

prêtent le mieux à l’imagerie moléculaire. Nous avons donc estimé judicieux de nous diriger vers ces 

modalités pour une première validation de notre outil. 

Malgré la moins bonne sensibilité de détection qu’elle apporte comparée à la TEP, nous avons fait le 

choix de la TEMP qui est moins coûteuse et plus largement disponible dans les services de médecine 

nucléaire. Elle présente pour cette raison un meilleur intérêt clinique. De plus, étant donné 

l’efficacité du 18F-fluoro-deoxy-glucose (18F-FDG) comme outil de diagnostic de l’anévrisme de l’aorte 

abdominale [49], développer un autre type d’outil d’imagerie moléculaire pour la TEP n’aurait qu’un 

intérêt limité. 

Nous avons alors développé et validé un radiomarquage des microparticules polysaccharides au 

technétium 99m (99mTc) qui est, comme nous l’avons expliqué dans la partie bibliographie, le radio-

isotope le plus utilisé et le mieux adapté en TEMP. En suivant le protocole décrit précédemment, 

nous obtenons des suspensions de 99mTc-MP-Fucoidan qui présentent une distribution de taille 

entièrement inférieure à 4 µm, ce qui est idéal pour une injection intraveineuse. 

Dans cette étude, après les avoir observées au microscope électronique à balayage et confirmé la 

présence de fucoïdane en surface, nous avons démontré, in vitro en cytométrie en flux, que nos 

microparticules fonctionnalisées ont une affinité spécifique pour la P-Sélectine exprimée par les 

plaquettes activées. Nous avons ensuite validé l’efficacité de cet outil d’imagerie moléculaire sur un 

modèle d’anévrisme en imagerie in vivo chez le petit animal. Nous avons pour cela injecté les 99mTc-

MP-Fucoidan dans la circulation sanguine de rats présentant des anévrismes de l’aorte abdominale 

(AAA) obtenue par perfusion d’élastase [122] et nous avons obtenu un signal au niveau de la 

pathologie en imagerie TEMP 30 minutes après l’injection. 

Ce travail présente donc la fabrication et la validation préclinique d’un outil d’imagerie moléculaire 

capable de révéler en TEMP l’expression de la P-Sélectine au niveau de la paroi de l’AAA chez le rat. 

Les microparticules pourraient également être d’excellents moyens pour véhiculer un inhibiteur 

d’activité protéolytique directement dans la paroi dégradée de l’AAA. Cet outil couplerait alors une 

activité thérapeutique à l’apport diagnostic démontré et nous avons pour cette raison proposé cette 

étude au journal Theranostics qui l’a acceptée et la publiera en Mars 2014.  
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Graphical Abstract 

 

 

 

An injectable polysaccharide based microparticle system was developed and used to reveal 

abdominal aortic aneurysms on rats with SPECT imaging. Microparticles were radiolabeled with 99mTc 

and functionalized with fucoidan to target activated endothelial cells. 
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ABSTRACT 

Aneurysm diagnostic is nowadays limited by the lack of technology that enables early detection and 

rupture risk prediction. New non invasive tools for molecular imaging are still required. In the present 

study, we present an innovative SPECT diagnostic tool for abdominal aortic aneurysm (AAA) 

produced from injectable polysaccharide microparticles radiolabeled with technetium 99m (99mTc) 

and functionalized with fucoidan, a sulfated polysaccharide with the ability to target P-Selectin. P-

Selectin is a cell adhesion molecule expressed on activated endothelial cells and platelets which can 

be found in the thrombus of aneurysms, as well as in other vascular pathologies. Microparticles with 

a maximum hydrodynamic diameter of 4 µm were obtained by crosslinking the polysaccharides 

dextran and pullulan. They were functionalized with fucoidan. In vitro interactions with human 

activated platelets were assessed by flow cytometry that demonstrated a specific affinity of fucoidan 

functionalized microparticles for P-Selectin expressed by activated platelets. For in vivo AAA imaging, 

microparticles were radiolabeled with 99mTc and intravenously injected into healthy and AAA rats 

obtained by elastase perfusion through the aorta wall. Animals were scanned by SPECT imaging. A 

strong contrast enhancement located in the abdominal aorta of AAA rats was obtained, while no 

signal was obtained in healthy rats or in AAA rats after injection of non functionalized control 

microparticles. Histological studies revealed that functionalized radiolabeled polysaccharide 

microparticles were localized in the AAA wall, in the same location where P-Selectin was expressed. 

These microparticles therefore constitute a promising SPECT imaging tool for AAA and potentially for 

other vascular diseases characterized by P-Selectin expression. Future work will focus on validating 

the efficiency of the microparticles to diagnose these other pathologies and the different stages of 

AAA. Incorporation of a therapeutic molecule is also considered. 

 

KEYWORDS: Fucoidan, P-Selectin, 99mTc, Ligand, Radiolabeled 
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INTRODUCTION 

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a pathological dilatation of the abdominal aorta with a mortality 

associated to its rupture of approximately 90% [1, 2]. Nowadays, AAA is usually diagnosed by 

anatomical imaging techniques such as ultrasound, computed tomography and/or magnetic 

resonance imaging [3]. Limitations of these methods are that i) they only give anatomical and 

morphological information and ii) the arterial wall dilatation must be relatively advanced to clearly 

identify the pathology. Furthermore, it has been reported that the size measurement of the AAA is 

not sufficient for predicting its rupture [4]. Consequently, new non-invasive techniques enabling 

early identification and evaluation of the AAAs rupture risk are needed [5].  

A recent strategy to fulfill these requirements is to produce injectable diagnostic tools that are able 

to target key molecules involved in early arterial process [3]. For this purpose, several biological 

markers of AAA development have been identified as potential targets of the pathology [6, 7]. Many 

molecular imaging probes of AAA are thus developed from various contrast agents targeted toward 

proteins such as elastin, collagen, matrix metalloproteinase or adhesion molecules like VCAM-1, 

ICAM and selectins [8-11]. 

In this work, we focused on adhesion molecules as they are expressed earlier in the inflammatory 

process than the other protein markers [12]. Among those, we selected P-Selectin which has the 

advantage to be present on platelets and endothelial cells on activation. The role of this key targeted 

molecule in AAA is not yet perfectly well established but it has been clearly identified to be involved 

in inflammatory cell recruitment in arterial diseases though the interaction with its counterreceptor 

P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 [13, 14]. For this reason, it is related with the renewal and growth of 

biologically active arterial thrombus and with the expansion of AAA [15, 16]. Revealing the 

expression of P-Selectin with a molecular imaging tool is therefore a promising clinically relevant 

strategy for AAA early detection, growth prevision and rupture risk assessment. Besides, several 

spherical injectable polymeric particles have been developed to target P-Selectin with promising 

binding and/or diagnostic properties. PLGA nanoparticles conjugated with the external fraction of 

glycoprotein Ibα showed great affinity for P-Selectin coated surfaces and for activated endothelial 

cell layer [17]. Van Kasteren et al. have imaged brain diseases with carbohydrate nanoparticles 

functionalized with natural complex glycan ligand of selectins [18]. McAteer et al. have developed 

microparticles of iron oxide conjugated with P-Selectin and VCAM-1 antibodies that revealed in vivo 

endothelial activation on MRI scans [19].  

Molecular and functional imaging of AAA employs a wide variety of imaging modalities. A large 

amount of magnetic resonance imaging (MRI) dedicated functionalized contrast agent including 

ultrasmall superparamagnetic particle of iron oxide (USPIO) or gadolinium showed feasibility of AAA 

prone to rupture site identification [20]. All the other modalities are considered including ultrasound, 

computed tomography, optical imaging but the most promising seems to be nuclear imaging 

methods as they provides a highly sensitive detection of the injected radioactive imaging agent. 18F-

fluoro-deoxy-glucose (18F-FDG) which reveals the metabolic cells on positron emission tomography 

(PET) enabled identification of focal inflammatory sites in AAA which may be correlated with AAA 

progression and rupture risk [21, 22]. However, this method as mean to predict AAA evolution is 

disputed [23]. Moreover, even if PET provides a better detection sensitivity than SPECT, 99mTc is  the 
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most widely used radioisotope in nuclear medicine because of its physical characteristics: optimal 

gamma energy for SPECT imaging (140 keV) and short physical half-life (T = 6.01 h), allowing a low 

radiation burden to patients [24]. Several diagnostic tools of the AAA have thus been developed 

using 99mTc detection by SPECT. In 1976, Ryo et al. published the use of 99mTc labeled red blood 

cells for AAA detection [25]. Iwasaki et al. have developed in 2001 a diagnostic method for non 

invasive imaging of aortic dissection using 99mTc-labeled murine anti-smooth muscle myosin 

monoclonal antibody in rats [26]. In 2006, Sarda-Mantel et al. imaged luminal thrombi in murine AAA 

with radiolabeled annexin V that specifically bind to phosphatidylserine exposed to the surface of 

apoptic cells and activated platelets [27].  

In our study, a particular interest was given to dextran and pullulan which are widely used in clinical 

applications [28]. An implantable biodegradable hydrogel for tissue engineering applications was 

obtained by crosslinking these polysaccharides [29, 30]. Since this hydrogel was not injectable, we 

herein developed a novel water-in-oil emulsification process combined to the crosslinking of dextran 

and pullulan in order to obtain injectable particles. Fucoidan, a sulfated polysaccharide derived from 

seaweed that happens to be an occurring mimic of sialyl Lewis X, the natural ligand of P-Selectin [31], 

was used to functionalize the particles. Our group previously demonstrated its ability to bind P-

Selectin and developed a radiotracer by combining 99mTc to fucoidan [32, 33]. 

The aim of this study was to produce an efficient AAA diagnostic tool from an injectable polymeric 

device able to be combined with a contrast agent and to target the P-Selectin which is expressed in 

acute AAA. For this purpose, we have developed a microparticle system which is functionalized with 

fucoidan and radiolabeled with 99mTc. We demonstrate a strong SPECT contrast enhancement 

located in the abdominal aorta, revealing the presence of P-Selectin inside the aneurysm of an 

elastase induced AAA rat model. These microparticles could have clinical uses as a SPECT diagnostic 

tool for early detection and progression risk assessment of AAA and potentially other arterial 

diseases characterized by the expression of P-Selectin. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Microparticles preparation 

Polysaccharide microparticles (MP) were obtained from a previously described crosslinking protocol 

[34] coupled to a water-in-oil emulsification process. 

Pullulan (9 g, MW 200,000 g/mol, Hayashibara Inc., Okayama, Japan), dextran (3 g, MW 500,000 

g/mol, Sigma Aldrich, Fallavier, France) and FITC-dextran (100 mg, MW 500,000 g/mol, Sigma Aldrich) 

were solubilized in 40 mL of purified water. To prepare functionalized microparticles (MP-Fucoidan), 

1.2 g of fucoidan (MW 57,000 g/mol, Sigma Aldrich) was blended into the mixture. Under alkaline 

condition (Na0H 2.3 M), 100 mg of this aqueous solution were mixed with 30 μl of trisodium 

trimetaphosphate (30% (w/v) in water, Sigma Aldrich). The whole aqueous phase was straight away 

slowly injected into 30 mL of cold (-5°C) colza oil containing 1.5 % (w/v) of a surfactant mixture of 

Span 80 (Sigma Aldrich) and Tween 80 (Fluka, Fallavier, France) with a ratio 75/25, and dispersed at 

28,000 rpm for 2 min with a homogenizer (Polytron PT 3100, dispersing aggregate PT-DA 07/2EC-
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B101, Kinematica, Luzernerstrasse, Switzerland). Next, this emulsion was transferred to an oven 

(50°C) wherein the crosslinking step took place for 20 minutes. The oil phase was then removed by 

phase separation and resulting microparticles were rinsed in PBS.  

The suspension was centrifuged (BR4i, JOUAN S.A., Saint Herblain, France) for 10 minutes at 3,000 g, 

then the supernatant was centrifuged for 10 minutes at 5,000 g. The resulting pellet was suspended 

at 10 mg/mL in saline buffer and stored at 4°C until use. 

 

Microparticles characterization 

The surface morphology of MP and MP-Fucoidan particles was imaged using scanning electron 

microscopy (SEM) (Philips XL 30 ESEM-FEG, Hilsboro, OR, USA) on dried samples coated with a thin 

gold layer. Mean diameter, size distribution and zeta potential were analyzed by dynamic light 

scattering method (NanoZS, Malvern Instruments S.A., Orsay, France). Surface sulfur presence was 

evidenced by energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) (Philips XL 30 ESEM-FEG, Hilsboro, OR, USA) 

and global sulfur content was quantified by UV fluorescence spectroscopy (THERMO TN-TS 3000, 

Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) on freeze-dried samples of MP, MP-Fucoidan and plain 

fucoidan. Fucoidan content in MP-Fucoidan was calculated from sulfur content in MP-Fucoidan and 

in fucoidan. 

 

Hemolytic Toxicity Assay 

Blood from healthy volunteers was collected in sodium citrate 3.8 % (w/v). Erythrocytes were 

separated from blood plasma by centrifugation (800 g, 5 min) and resuspended at 20 % (v/v) into 

distilled water, which was considered as producing 100 % hemolysis, and into normal saline 

producing no hemolysis acted as a blank. To reproduce the in vivo parameters, the same 

microparticle suspensions were assessed in a corresponding amount of blood (rats of 400 g average 

weight was considered to have a total blood volume of 24 mL). 5 µL of MP and 5 µL of MP-Fucoidan 

(5 mg/mL) were mixed with 500 µL of erythrocytes suspensions diluted in normal saline. All 

preparations were incubated for 1h at 37°C and centrifuged (3000 g, 5 min). Supernatants were 

taken and absorbance was measured at 540 nm. The percentage of hemolysis was determined for 

red blood cell samples incubated with MP, MP-Fucoidan and saline by comparing to water as 100% 

hemolytic sample. Results were expressed as mean values ± SEM (n=3). 

  

Microparticles radiolabeling 

Technetium-99m (99mTc) labeling required the reduction of pertechnetate by a reducing agent. 

Labeling of MP or MP-Fucoidan was carried out by mixing 0.030 mL of a 5 mM stannous chloride 

solution (reducing agent), 0.5 mL of microparticle suspension (10 mg/mL), 0.2 mL of Na+, 99mTc04-

corresponding to an activity of 370 MBq. After incubation for 1 h at room temperature, radiolabeled 

microparticles were separated from Na+, 99mTcO4- excess by centrifugation (5,000 g). In order to 
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determine radiolabeling efficiency, microparticle pellet and supernatant activities were measured in 

an activimeter (Medi 40, Medisystem, Guyancourt, France) Labeling efficiency is expressed as 

percentage of the ratio between radioactivity associated with the microparticles and total 

radioactivity. 

To assess the labeling stability, the radiolabeled microparticles (99mTc-MP or 99mTc-MP-Fucoidan ) 

were resuspended in 1 mL of 0.9 % NaCl or rat plasma, and incubated at room temperature for 3 

hours. Every 60 minutes, microparticles suspension were centrifuged and radioactivity associated 

with particles and in the supernatant was measured (n=3). Stability was expressed as a percentage of 

the initial labeling. 

For in vivo experiments, radiolabeled microparticles were resuspended in saline (5 mg/mL) and 200 

µL, corresponding to an activity of about 37 MBq, were administrated intravenously to rats.  

 

In Vitro Binding Assays 

Affinity of soluble fucoidan for P-Selectin was assessed with a BIAcore X100 (GE Healthcare, Freïburg 

Germany). A CM5 sensorchip was coupled with recombinant human P-Selectin and fucoidan or 

dextran solutions was successively injected at 0 M, 100 nM, 300 nM, 1 µM and 3 µM at a flow rate of 

30 µL/min. The response in resonance units (RU) was recorded as a function of time. The apparent 

binding affinities of fucoidan for P-Selectin were determined by analysis of the kinetic of the 

association assuming a 1:1 Langmuir model using BIAcore evaluation software, following a previously 

described protocol [33]. 

Affinity of fucoidan functionalized microparticles for P-Selectin expressed on the surface of activated 

human platelets was assessed by flow cytometry. Five mL of blood from healthy adult volunteers was 

collected in sodium citrate 3.8 % (w/v). Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation at 

120 g for 15 min and platelet concentration was adjusted at 2.108/mL with autologous platelet-poor 

plasma (PPP). Activated PRP was obtained by stimulation of PRP with 20 µM of TRAP (thrombin 

receptor-activating-peptide). P-Selectin expression at the platelet surface was assessed using an anti 

human CD62P-FITC (0.11 mg/mL, Ancell, Bayport, MN, USA) and its isotype-matched control. In some 

experiments, a non-labeled anti human CD62P (1 mg/mL, Ancell) was used to block P-Selectin in 

activated PRP. To evaluate the binding of microparticles to platelet P-Selectin, 5 µL of non activated 

PRP, activated PRP or anti P-Selectin-treated activated PRP were incubated for 20 minutes with 5 µL 

of fluorescent (FITC) MP or MP-Fucoidan together with 5 µL of PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD41a (BD 

Biosciences Pharmingen, Le Pont De Claix, France) to label platelets. In addition each PRP sample was 

incubated with an isotype-matched control antibody. 

Samples were analyzed on a LSRII flow cytometer (BD Bioscience Pharmingen), with 10,000 events 

collected per sample with area of double positivity reflecting the affinity of microparticles (FITC) for 

platelets (PE-Cy5). The data were processed with FACS DiVa software and the mean FITC 

fluorescence intensity (MFI) was measured in the area of double positivity. Results were presented as 

a ratio of MFI to the control MFI (MP incubated with PRP). 
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In vivo arterial disease model 

The ability of the radiolabeled functionalized microparticles to target P-Selectin expression in vivo 

was assessed in an abdominal aortic aneurysm (AAA) experimental model in rats. All experimental 

procedures involving the use of rats were approved by the Animal Care and Use Committee of the 

Claude Bernard Institute (Paris, France). The elastase model was performed on 8 male adult Wistar 

rats (7 weeks, CEJ) [35]. Animals were anesthetized with pentobarbital (1 µL/g body weight). Porcine 

pancreatic elastase (2.7 mg/mL, Sigma Aldrich) was perfused into the lumen of an isolated segment 

of the infrarenal abdominal aorta for 15 minutes at a rate of 2.5 mL/h.  

Two weeks after the surgery, when the animals present biologically active abdominal aorta 

aneurysm, characterized by the presence of intraluminal thrombus [36] and the expression of P-

Selectin [27, 32], rats were injected with the microparticles and imaged. Injections of 200 µL of 

99mTc-MP or 99mTc-MP-Fucoidan (5 mg/mL) were performed slowly, to avoid aggregation, into the 

penis vein. Four healthy rats served as control experiments. 

 

SPECT/CT Scan 

Helical SPECT/CT scans were performed with 4-head camera multiplexing multipinhole camera 

(NanoSPECT/CT plus, Bioscan Inc, Paris, France).  

Immediately, after injection of 99mTc-MP or 99mTc-MP-Fucoidan, CT acquisition focused on the 

abdomen was started and 15 minutes after injection, SPECT imaging was performed in the same 

abdomen range. The SPECT acquisition was performed with the following parameters: helical scan 

with 28 projections per rotation plus circular scan at the beginning and at the end of the scan range, 

matrix size=256x256, zoom 1.14 (pixel size: 1 mm2), correction for energy, linearity and uniformity 

CT data were reconstructed using filtered back projection algorithm with Ram-Lak filter in plane 

(voxel size 147 x 147 µm2) and slice thickness equal to 147 µm2. SPECT data were reconstructed 

using HiSPECT iterative reconstruction software on PC workstation. Images were visualized using the 

Bioscan InVivoScope software with co-registration of SPECT and CT images. 

Reconstructed slices were visually assessed in 3 planes from same stereotaxic slices (sagittal slice, 

coronal slice 1 centered on abdominal aorta area and coronal slice 2 centered on AAA area) with and 

without CT coregistration to determine the presence of a focal uptake in the abdominal aorta 

according to the model. Quantification was performed on DICOM images with a DICOM processing 

software (OsiriX Imaging Software, Osirix, France) by calculating the ratio between the activity (mean 

counts) in the AAA area and in a normal region (background) on short-axis slices. The background 

activity was derived from a region of interest drawn over the renal aorta avoiding renal activity. 
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Autoradiography, histology and immunohistochemistry 

Immediately after achievement of SPECT (60 minutes after injection) animals were sacrificed with 

pentobarbital overdose. Abdominal aorta aneurysms of AAA rats and healthy aorta of healthy control 

rats were removed, washed in 0.9 % saline and weighed. Radioactivity of AAA and healthy aorta was 

determined by gamma counting (COBRA II – Auto Gamma, Packard, Prospect, CT, USA) and the 

percentage of injected activity per gram was calculated. Then, aorta samples from AAA rats and 

control rats were frozen and cut into 20 µm thick frozen sections for autoradiography and 10 µm 

thick frozen sections for histology and immunochemistry studies. Autoradiographic images were 

obtained after 12 hours exposition of fifteen slides (corresponding to about 30 sections of AAA and 

15 sections of healthy aorta) using a ß-imager (Beta ImagerTM, Biospace Lab, Paris, France). Signal 

intensity values of regions of interest were assessed using a quantification sofware (M3 Vision, 

Biospace Lab, Paris, France). The ratio between activity (mean counts/mm2 corrected for 

background) of the aneurysm sections and activity of the healthy abdominal aorta sections was 

calculated and compared statistically. These same sections were stained both with Masson trichrome 

to visualize cells, nuclei, and fibrin and with Alcian blue counter stained with nuclear red to reveal 

polysaccharide microparticles and cell nuclei. Immunohistochemistry studies were performed on 10 

µm thick sections using goat mouse anti P-Selectin (4 µg/mL, Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, 

Germany) as a primary antibody and IgG rabbit anti goat as a secondary antibody (1 µg/mL, Dako, Les 

Ulis, France) revealed by DAB enhancer (Dako) and counterstained with hematoxylin. Control 

sections were obtained by omitting the primary antibody. Observations were performed using light 

and fluorescent microscopy (Nanozoomer, Hamamatsu Photonics France SARL, Massy, France). 

 

Micro-autoradiography 

Track of internal conversion electrons emitted during 99mTc deexcitation was revealed by 

microautoradiography method [37]. Briefly, 10 µm frozen sections of AAA and control rats were 

deposited on 1 µm thick gelatin-coated glass slides. Five hundred µl of nuclear emulsion K5 (Ilford 

photo Harman technology Ltd, Ilford, United Kingdom) were poured onto section slides to obtain a 

25 µm thick coating. After 24 hours of exposition at 4°C, slides were developed for 

1°C by Brussels formula developer (1.8 % (w/v) sodium sulphite, 0.08 % (w/v) potassium bromide, 

0.45 % (w/v) amidol and 3.5 % boric acid) [38], rinsed in stop bath, fixed for 40 minutes, rinsed in tap 

water and finally dryed dust free, overnight at room temperature. Then, microautoradiographied 

slides were stained with Alcian blue in order to compare localizations of electron tracks and 

polysaccharide microparticles on the same sections. Observation of electrons tracks and 

microparticles was performed using light microscopy (Nanozoomer, Hamamatsu Photonics France 

SARL, Massy, France). 

 

Statistical analysis 

Flow cytometry results were analyzed statically with a one-way ANOVA with Bonferroni post tests to 

compare data obtained with MP-Fucoidan and a two-way ANOVA with Bonferroni post tests to 
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compare data obtained with MP-Fucoidan and MP, performed with Graphpad Prism (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Other results were analyzed with unpaired Student’s t-tests to 

compare 2 groups and one-way ANOVA with Bonferroni post test to compare 3 groups. A difference 

of p<0.05 was considered significant. 

 

RESULTS 

1. Characterization of polysaccharide microparticles 

Polysaccharide microparticles were prepared by a chemical crosslinking process with STMP combined 

with an emulsion step. Functionalized microparticles (MP-Fucoidan) were obtained by adding the 

sulfated polysaccharide fucoidan. 

MP (Fig 1A) and MP-Fucoidan (Fig 1B) both exhibited a spherical morphology and a smooth surface 

as shown on scanning electronic microscopy images. Dynamic light scattering measurement revealed 

that all microparticles had a hydrodynamic diameter smaller than 4 µm and a mean hydrodynamic 

diameter of 503 ± 110 nm and 358 ± 60 nm for MP and MP-Fucoidan, respectively (Table 1). Zeta 

potential was measured and microparticles prepared with fucoidan had a significantly higher 

electronegativity than control microparticles (-16.2 ± 0.8 mV versus -9.1 ± 0.6 mV, respectively, 

p<0.05) (Table 1). Global sulfur content was quantified by UV fluorescence spectroscopy, using MP 

and plain fucoidan (in powder) as negative and positive controls, respectively. MP-Fucoidan 

contained 1100 ± 400 ppm of sulfur. Since plain fucoidan contained 6.92 % (w/w) of sulfur, we 

calculated the fucoidan content in MP-Fucoidan to be 1.64 ± 0.57 % (w/w). Energy-dispersive X-ray 

spectroscopy analysis showed the absence of sulfur at the surface of control MP and the presence of 

sulfur at the surface of the MP-Fucoidan (Table 1).  

The possible toxicity induced by microparticles on red blood cells was assessed in vitro in the same 

conditions than in vivo administration. To reproduce these conditions, micro particle suspensions (5 

µL at 5 mg/mL) were mixed with 500 µL of erythrocytes. Hemolytic toxicity assay revealed that the 

MP and MP-Fucoidan suspensions lead to similarly low red blood cell lysis than normal saline (2.00 ± 

0.31 % for MP and 2.33 ± 0.28 % for MP versus 2.34 ± 0.22 % for normal saline, n=3, no significant 

differences). 

 

2. In vitro affinity for P-Selectin 

Binding of free fucoidan to P-Selectin was analyzed by Surface Plasmon Resonance. 57 kD fucoidan 

and 40 kD dextran, used as a non sulfated polysaccharide control, were flowed on a sensorchip 

coated with recombinant human P-Selectin. The interaction sensorgrams revealed that fucoidan 

binds to P-Selectin but dextran does not (Fig S1). Association (Ka), dissociation (Kd) and affinity (KD) 

constants of fucoidan for P-Selectin, calculated using a 1:1 Langmuir binding model, were 2.5 103 M, 

3.2 10-5 M and 1.2 10-8 M, respectively. 
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Interaction of non functionalized microparticles with non activated platelets (PRP), activated 

platelets (PRP + TRAP) and P-Selectin blocked platelets (PRP + TRAP + CD62P) was assessed and 

compared to the interaction of fucoidan functionalized microparticles (Fig 1C). First, a weak binding 

of non-functionalized microparticles for platelets was observed, whether they were incubated with 

activated, unactivated, or activated then blocked platelets, as shown by low values of mean 

fluorescence intensity (MFI). A weak binding was also noticed for fucoidan functionalized 

microparticles when incubated with unactivated platelets or with activated platelets blocked with 

anti P-Selectin, with ratios of MFI to the control MFI (MP incubated with PRP) of 1.0 ± 0.2 and 1.5 ± 

0.2 respectively. In contrast, MP-Fucoidan exhibited a significantly higher MFI ratio with activated 

platelets, as compared to unactivated platelets or activated then blocked platelets (p<0.01 in both 

cases). Interaction with platelets activated with TRAP was 8 times higher with fucoidan functionalized 

microparticles, as compared to non functionalized microparticles (MFI ratio of 8.5 ± 2.3 versus 1.1 ± 

0.1, respectively, p<0.001). 

 

 

 

Table 1. Characterization of microparticles. Particle size and zeta potential of polysaccharide 

microparticles (MP) and fucoidan functionalized microparticles (MP-Fucoidan) were measured by 

dynamic light scattering method (n=5). Global sulfur content and fucoidan content were determined 

by UV fluorescence spectroscopy (n=3) and surface sulfur presence was evidenced by EDX technique 

(n=3). Results are presented as mean values ± SEM (MP versus MP-Fucoidan; * p<0.05, ** p<0.01). 

 

 Particle size Zeta potential 

(mV) 

sulfur 

content 

(10
-3

 wt %) 

fucoidan 

content 

 (wt %) 

sulfur  

(EDX) Mean 

hydrodynamic 

diameter (nm) 

% < 1 

µm 

% < 4 µm 

MP    503 ± 110* 84 ± 9 100 ± 0     - 9.1 ± 0.6** < 2* < 0.03* - 

MP-Fucoidan 358 ± 60 97 ± 2 100 ± 0 -16.2 ± 0.8 113 ± 39 1.64 ± 0.57 + 

  

 



66  Projet 1 : 99mTc-MP-Fucoïdane 

 

 

Figure 1. Scanning Electron Microscopy observation of MP (A) and MP-Fucoidan (B) microparticles. 

Scale bar 2 µm. (C) Flow cytometry assessment of FITC fluorescent MP and FITC fluorescent MP-

Fucoidan interaction with unactivated platelets rich plasma (PRP), platelets rich plasma activated 

with 20 µM TRAP (PRP + TRAP), and platelets rich plasma activated with TRAP then P-Selectin 

blocked with 100 µM anti-CD62P (PRP + TRAP + CD62P). The mean fluorescence intensity (MFI) was 

measured in the area of double positivity. Results are presented as a ratio of MFI to the control (MP 

incubated with PRP). Results are presented as mean values ± SEM (n=5, ** p<0.01, *** p<0.001). 

 

 

Figure S1. Representative surface plasmon resonance sensograms of fucoidan successively injected 

(0 M, 100 nM, 300 nM, 1 µM, 3 µM) with a flow rate of 30 µL/min over SPR CM5 sensorchips on 

which P-Selectin was immobilized. Dextran was used as a negative control. Association (Ka), 

dissociation (Kd) and affinity (KD) constants of fucoidan for P-Selectin, calculated using a 1:1 

Langmuir binding model, were Ka=2.5 103 M, Kd=3.2 10-5 M and KD=1.2 10-8 M. 
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3. Radiolabeling of microparticles  

The 99mTc radiolabeling yield was 90.2 ± 2.4 % on MP-Fucoidan and 91.7 ± 1.8 % on MP. It was 

measured after each radiolabeling and mean values were not significantly different (n=6). Concerning 

the labeling stability (Fig S2), the measurements revealed that radioactivity was still associated to 

microparticles after three hours of incubation into saline (89 % of initial radioactivity for 99mTc-MP 

and 92 % for 99mTc-MP-Fucoidan). In plasma of rat, more than 75 % of radioactivity was still 

associated after 30 minutes of incubation and more than 50 % after 1 hour for both 99mTc-MP and 

99mTc-MP-Fucoidan. 

 

4. In vivo SPECT imaging 

We evaluated the ability of the radiolabeled functionalized microparticles to target P-Selectin 

expression in vivo in an abdominal aortic aneurysm (AAA) experimental model in rats with SPECT-CT 

imaging (Fig 2A). While no enhancement was observed by SPECT 30 minutes after administration of 

99mTc-MP to AAA rats or of 99mTc-MP-Fucoidan to healthy rats, administration of 99mTc-MP-

Fucoidan to AAA rats showed a strong contrast enhancement in the area of the abdominal aorta (Fig 

2a, arrow).  

Uptake ratios were calculated from SPECT images by the ratio of the mean intensity value of the AAA 

region of interest (ROI) compared to the mean intensity value of the renal aorta ROI (Fig 2B). There 

was no uptake after administration of 99mTc-MP-Fucoidan to healthy rats (ratio 1.03 ± 0.06) or 

administration of 99mTc-MP to AAA rats (ratio 1.22 ± 0.10), while a significant increase of the ratio 

uptake with administration of 99mTc-MP-Fucoidan to AAA (ratio 3.49 ± 0.35, p<0.01 in both cases) 

was obtained.  

Quantification of radioactivity was performed by gamma counting and results were expressed as a 

percentage of the injected activity per gram of tissue (Fig 2C). These results confirmed a significantly 

higher radioactivity accumulation after injection of 99mTc-MP-Fucoidan into AAA (0.12 ± 0.01 %) as 

compared to 99mTc-MP injected to AAA (0.04 ± 0.01 %, p<0.001) and 99mTc-MP-Fucoidan injected 

to healthy rats (0.03 ± 0.02 %, p<0.01)  
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Figure S2. Radiolabeling stability of 99mTc-MP (A) and 99mTc-MP-Fucoidan (B) microparticles incubated 

in saline or rat plasma at room temperature, expressed as a percentage of initial radioactivity 

associated with microparticles as a function of time. Results are presented as mean values ± SEM 

(n=3). 

 

 

Figure 2. (A) Representative SPECT/CT scans of an AAA of rat after intravenous injection of 99mTc-

MP, of 99mTc-MP-Fucoidan in healthy rat, and of 99mTc-MP-Fucoidan in AAA. Coronal slices 1 were 

centered on abdominal aorta areas and coronal slices 2 were centered on AAA areas. An important 

uptake was only noticed in the AAA area after injection of 99mTc-MP-Fucoidan in sagittal slice and 

coronal slice 2 (white arrows). (B) SPECT uptake was calculated by the ratio of the mean intensity 

value of the AAA region of interest (ROI) compared to the mean intensity value of the infrarenal 
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aorta ROI (n=3, SEM). (C) Accumulation of radiolabeled microparticles, expressed as a percentage of 

the injected dose per gram of tissue (n=3, SEM). (** p<0.01, *** p<0.001). 

5. Localization of 99mTc-MP-Fucoidan within the AAA wall 

We performed cryosections of both AAA and healthy aorta samples to analyze the fate of the 

functionalized microparticles. Autoradiography analysis (Fig S3) confirmed the presence of a 

radioactive signal 7 times stronger in the AAA wall as compared to healthy aorta wall 60 minutes 

after injection of 99mTc-MP-Fucoidan (0.36 ± 0.14 cpm/mm2 versus 0.05 ± 0.02 cpm/mm2, 

respectively, p<0.05, n=3 independent experiments). Histology staining was then performed on AAA 

cryosections. Masson trichrome staining (Fig 3A) confirmed the presence of a thrombus and a media 

layer of the degraded arterial wall. In inflamed areas where cells are activated and express P-Selectin 

(Fig 3b left image and negative control without primary antibody on the right), the presence of MP-

Fucoidan was clearly identified in the arterial wall using Alcian blue staining (Fig 3C). This localization 

was confirmed by fluorescent microscopy, where green microparticles (prepared with FITC-dextran) 

were observed in the arterial wall, between the thrombus and the media layer (Fig 3D). Finally, 

micro-autoradiography coupled to Alcian blue and nuclear red staining (Fig 3E) showed electron 

tracks printed into the nuclear emulsion on the same blue polysaccharide spots, confirming 

colocalization of MP-Fucoidan with electron emission, i.e radioactivity.  
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Figure 3. Histological analysis of an AAA cryosection. (A) Masson trichrome staining highlighting the 
thrombus area (doted lines). (B) Immunostaining of P-selectin (black arrows, left), with control 
section without primary antibody shown on the right. (C) Alcian blue staining (with nuclear red 
counterstaining) showing polysaccharide MP-Fucoidan visualized in blue localized in the arterial wall 
(black arrows). (D) Fluorescence microscopy observation of FITC MP-Fucoidan microparticles in the 
arterial wall (white arrows). (e) Micro-autoradiography on the same sections than alcian blue staining 
demonstrated that electron dense signals were associated with polysaccharide microparticles 
(dotted lines). Scale bars: 1 µm (a), 200 µm (b,c,d) and 20 µm (E). 

 

 

Figure S3. Autoradiography images of histological sections of abdominal aorta of healthy rats and of 

AAA rats 60 minutes after injection of 99mTc-MP-Fucoidan. Results were expressed in mean count per 

minute (cpm) per area of interest ± SEM (doted lines, mm2) (n=3 rats per group, with at least 15 

sections per rat, * p<0.05). 
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DISCUSSION 

 

In this study, we described polysaccharides microparticles functionalized with fucoidan and 99mTc 

radiolabeled.  

Our group previously developed tools for diagnostic of the abdominal aortic aneurysm (AAA) 

intraluminal thrombus with SPECT scan, using 99mTc radiolabeled Annexin V and 99mTc radiolabeled 

Fucoidan [27, 32]. Besides their ability to image the pathology, both of these systems used small 

molecules and it has been reported that injectable systems that present a bigger hydrodynamic 

diameter have many advantages as targeting devices. Having a longer circulation time [39, 40] and 

presenting many ligands [41, 42] at the surface of each single object, the binding at the pathological 

site would improve. One other advantage working with a microparticle system instead of small 

molecule is that the purification steps are easy to perform by a density gradient separation method. 

We could thus easily remove several forms of colloid technetium and free 99mTc04- that tend to 

distort the biodistribution of the radiopharmaceuticals [43, 44]. For all these reasons we have 

decided to develop a microparticle type diagnostic tool.  

 

A functionalized polymeric injectable vehicle 

The water-in-oil emulsion crosslinking method produced a reproducible distribution of microparticle 

size. SEM images showed that the functionalization of the microparticles did not have significant 

effect on surface morphology since both type of microparticles exhibit smooth surfaces. All 

microparticles were below 4 µm, though, microparticles prepared with fucoidan present a smaller 

hydrodynamic diameter (358 ± 60 nm versus 503 ± 110 nm, p<0.05). We attribute this difference to 

the modification in the water-in-oil emulsion parameters due to the addition of fucoidan chains in 

the dispersed phase. First, it altered the total polysaccharide concentration in the water phase. 

Secondly, the fucoidan chains have a molecular weight of 57,000 g/mol which is small compared to 

dextran and pullulan chains that present a molecular weight of 500,000 g/mol and 200,000 g/mol 

respectively. It has been reported that decreasing the molecular weight of the polymers results in 

smaller particles for a water-in-oil emulsion process [45]. Finally, the fucoidan is a negatively charged 

polysaccharide and may modify the ionic strength of the system, known to have an influence on 

emulsions stability [46, 47]. The literature describes many other polymeric carriers also developed to 

target vascular diseases with sizes, from 100 nm to 5 µm of mean diameter [17, 48-51]. On the one 

hand, nanoscale vehicles offer lower risk of vascular occlusion and avoid phagocytosis [52, 53]. On 

the other hand, bigger vehicles over 500 nm would have a more adapted hemodynamic behaviour 

and have been reported as better candidates for targeting the wall in medium to large vessels 

relevant in several cardiovascular diseases [54-56]. Along these lines, the size distribution of our 

microparticles is well chosen as a compromise. They are not exclusively nanoscaled in order to 

improve the binding capacity and every single particle has a mean hydrodynamic diameter smaller 

than 4 µm to avoid vessel occlusion (the smallest human capillaries are about 5 microns). Moreover, 

hemolytic assay demonstrated that the developed polysaccharide microparticles are not toxic, at the 

described concentration, for red blood cells. 
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For targeting the AAA, we functionalized the microparticles with fucoidan polysaccharide chains. 

Before adding the ligand to the system, the binding capacity of the fucoidan used in this work was 

studied. The SPR analyses confirmed that plain fucoidan with a molecular weight of 57,000 g/mol, 

has a strong affinity for P-Selectin (KD = 12 nM). It exhibited a better affinity for P-Selectin than its 

natural ligand does (KD = 320 nM) [57]. 

Addition of fucoidan resulted in a significant decrease of the zeta potential (-9.1 ± 0.6 mV versus -

16.2 ± 0.8 mV, p<0.01) and an increase of the global amount of sulfur (1.5 ± 0.5 10-3 % wt versus 113 

± 39 10-3 % wt, p<0.05). Furthermore, EDX analysis revealed sulfur presence at the surface of the 

microparticles. These results confirmed that fucoidan, which is an anionic sulfated polysaccharide 

[58], is present at the surface of the functionalized microparticles. We quantified the presence of 

fucoidan at 1.64 ± 0.57 % wt. 

We then demonstrated that the functionalized microparticles have a strong affinity for human 

activated platelets. We measured by flow cytometry with functionalized microparticles a binding 

signal 7.7 higher than with non functionalized control microparticles (8.5 ± 2.3 MFI ratio versus 1.1 ± 

0.1 MFI ratio, p<0.001). For comparison, Modery et al. assessed by receptor-specific binding studies 

the affinity of liposomal nanoconstructs functionalized with EWVDV peptide for activated platelets 

and demonstrated a 5 times increase of binding magnitude versus control [59]. We also evidenced 

that this affinity is specific to the P-Selectin since we measured the same level of interaction with 

activated-then-P-Selectin-blocked platelets than with non activated platelets. 

 

An efficient diagnostic tool of abdominal aortic aneurysm 

The radiolabeled functionalized microparticles enabled a strong signal uptake in the aneurysm area 

of the AAA rats on SPECT 30 minutes after intravenous injections. The mean SPECT signal measured 

in the AAA areas was more than three times higher than the mean signal measured on the renal 

aorta whereas no enhancement was observed on SPECT of healthy rats 30 minutes after injection of 

the same radiolabeled functionalized microparticles  (3.49 ± 0.35 versus 1.03 ± 0.06, p<0.01). Rouzet 

et al. measured a median 99mTc-fucoidan SPECT uptake ratio of 3.6, which means that fucoidan 

functionalized microparticle systems show similar diagnostic efficiency to the free radiolabeled 

fucoidan [32]. However, it appears that the areas of contrast uptake obtained in the AAA are larger 

with 99mTc-MP-Fucoidan than with 99mTc-fucoidan. In fact, when we compared the 

autoradiography analysis of cryosections of the harvested AAAs obtained in both cases, we 

evidenced that 99mTc-fucoidan brought a radioactive signal limited to the intraluminal thrombus of 

the AAA whereas 99mTc-MP-Fucoidan brought a signal to the whole aneurysm. Indeed, Rouzet et al. 

have reported that 99mTc-fucoidan uptake and retention are more localized in the thrombus itself. 

The size of the diagnostic device could explain this difference. These results emphasized the reported 

advantages of micro and nanoscale carriers for targeting vessel walls. While free fucoidan molecules 

could not detect the injured endothelial cells which were not in the thrombus, this new SPECT 

diagnostic microtool would present an improved binding capacity, as compared to free fucoidan 

molecules, and improved hemodynamic behaviour that favor a contrast to the entire AAA injured 

wall. This strategy to develop a diagnostic tool of a higher hydrodynamic diameter seems therefore 

highly relevant. 
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Actually, this research seems relevant regarding the other molecular imaging tools of AAA. Indeed, 

our radiolabeled microparticles resulted in a higher signal uptake of AAA wall, in acute stages AAA rat 

models, than the 18F-FDG tool in symptomatic AAA patients; uptake ratios of 3.5 was obtained with 

99mTc-MP-Fucoidan versus 2.5 with 18F-FDG [21]. Our technology therefore exhibited better 

displays than a molecular imaging method validated by clinical trials.     

Moreover, certain techniques requires a long time before reaching their targets. For instance, in 

magnetic resonance molecular imaging, macrophages accumulation sites imaging with USPIO and 

collagen imaging with targeted micelles incorporating gadolinium provides excellent contrast uptake 

in aneurysms, but only more than 30 hours after administration [10, 60]. Our method with a 

diagnostic in the 30 minutes following the tracer injection is obviously more convenient for clinical 

application. 

We herein validated a molecular imaging tool of P-Selectin highly effective on acute AAA, and we 

will, in future studies, assess its ability to detect different stages and to predict the pathology growth. 

 

A biomimetic targeting device 

Histological analysis revealed that fluorescent 99mTc-MP-Fucoidan localized inside the AAA wall. 

Light microscopy observation of Alcian blue stained sections and fluorescent microscopy observation 

of adjacent sections show microparticles in the media layer. Micro-autoradiography analysis coupled 

with Alcian blue staining demonstrated that the emission of electron was correlated with the 

presence of polysaccharide. Immunostaining revealed expression of P-Selectin in the same AAA area 

where 99mTc-MP-Fucoidan accumulated. One hour after injection, the functionalized microparticles 

developed in this study seem to be able to penetrate inside the wall of the AAA. Accumulation in the 

inner wall of the AAA is similar to monocyte infiltration in the inflammatory cell recruitment involved 

in the pathology development [61, 62]. Indeed the microparticles accumulate in the same area 

where macrophages have been observed on rats elastase induced AAA [63] or on mice angiotensin II 

induced AAA [64]. It should be noticed that leukocytes express PSGL-1 [65, 66] and our microparticles 

are functionalized with fucoidan chains that present sulfated sites that mimic the PSGL-1 anchor 

sites. Hence this technology could be considered as leukocyte mimetic microparticles. The property 

to migrate inside the arterial wall of the AAA could be a drawback for this technology and this should 

be taken into consideration for future work. Nevertheless, the number of microparticles seen on 

tissue sections is limited as compared to the quantity of leukocytes involved in the physiopathology 

[62]. Furthermore, this localization of the microparticles could be useful for future applications which 

will consist in associating a therapeutic molecule to this targeting device. Indeed, it is well known 

that the arterial wall degradation in aneurysm is due to a pathological proteolytic activity that occurs 

within the media layer and a promising strategy to treat AAA is aiming to inhibit this proteolitic 

activity [6]. For instance, Yoshimura et al. obtained regression of AAA with c-Jun N-terminal kinase 

inhibitors which reduce MMP proteolitic activity and enhance tissue repair [67]. Liao et al. 

demonstrated that angiotensin-converting enzyme inhibitors prohibited the degradation of medial 

elastin in AAA development [68]. The herein developed microparticles would act as a carrier that 

would bring the proteolytic inhibitor drug directly inside the AAA wall, where the therapeutic activity 

is needed. Besides, this targeted proteolytic action has been seriously considered for theranostic 

applications [69, 70]. Moreover, this functionalized system targeted toward P-Selectin will certainly 
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exhibit a binding avidity reflecting the evolution of the pathology and therefore provide a mean to 

self adjust the amount of therapeutic molecules according to the inflammation degree.  

Future works will then consist in selecting the most adapted proteolytic inhibitor(s) and develop a 

method for its incorporation into the polysaccharide microparticles and its controlled release. As the 

microparticles developed are composed by reticulated polysaccharide chains, the biodegradability of 

a similar hydrogel being observed in a month on injured sites [71], we will propose a technology 

based on biodegradability for the release of the drug. Since many peptide of interest are hydrophilic 

and have amino groups, we can easily trap them into the microparticles or graft them with a 

chemical conjugation though amine bonds [72] in order to combine the therapeutic molecule of 

interest to the polysaccharide microparticles. 

 

 

CONCLUSION 

We hereby developed an efficient polysaccharide based SPECT diagnostic tool for the abdominal 

aorta aneurysm (AAA). In this work, we firstly described its fabrication with an emulsion-crosslinking 

process, confirmed its hydrodynamic diameter distribution and the presence of fucoidan ligand at 

the surface and characterized the radiolabeled product. We then demonstrated in vitro by flow 

cytometry that this fucoidan-functionalized system specifically binds to the P-Selectin expressed by 

human activated platelets. Finally, we showed in vivo on rats its ability to reveal AAA by SPECT 

imaging and we studied its fate in the AAA wall by histology experiments. Future works will consist in 

testing the ability of this diagnostic tool to detect the earliest stages of the AAA and in the 

incorporation of a therapeutic molecule. 
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Projet 2. Microparticules polysaccharides chargées en oxyde de fer 

(MPIO) présentant un comportement mimant les leucocytes imagé 

in vivo en IRM et en microscopie intravitale 
 

 

Avant propos 

Le second projet de cette thèse a consisté en l’incorporation dans notre support polysaccharide de 

nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer (USPIO, Sinerem®, Guerbet) afin de détecter 

les microparticules en IRM pondérée en T2*. Nous avons développé des microparticules 

polysaccharides chargées en oxyde de fer (MPIO) et fonctionnalisées avec des chaînes de fucoïdane 

en suivant le 2nd protocole décrit dans la 1ére partie du chapitre travaux de thèse. 

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) offre une excellente définition spatiale, avec notamment 

un bon contraste des tissus mous, qui apporte à l’imagerie moléculaire des pathologies artérielles 

une observation anatomique meilleure que les autres modalités d’imagerie. Ainsi, même si l’IRM est 

caractérisée par une sensibilité de détection des agents de contraste plus faible que la TEMP, cette 

méthode va nous permettre de localiser plus précisément la prise de contraste apportée par notre 

outil d’imagerie moléculaire. 

Dans ce 2nd projet, nous souhaitions également approfondir l’étude du comportement in vivo de 

notre outil d’imagerie. L’incorporation d’oxyde de fer nous a permis de suivre dans un premier temps 

en IRM l’accumulation des MPIO-Fucoïdane dans la paroi d’anévrismes de l’aorte abdominale (AAA). 

Dans un second temps, nous avons étudié l’interaction des microparticules fonctionnalisées avec un 

endothélium activé en microscopie intravitale à fluorescence. 

D’autre part, les travaux du 1er projet ont révélé une caractéristique très intéressante du processus 

de ciblage de notre système ; nous avons observé sur les coupes histologiques d’AAA qu’après 

injection les microparticules s’accumulent à l’intérieur de la paroi anévrismale, et non simplement en 

surface. Nous avons alors formulé l’hypothèse que cette localisation bien particulière s’expliquerait 

par un mécanisme apparenté à la migration transmembranaire des leucocytes mis en œuvre lors du 

processus inflammatoire contribuant à la formation de l’anévrisme [19, 123]. 

En effet, les chaînes de fucoïdane présentent des sites sulfatés mimant le site d’accroche de la P-

Sélectine Glycoprotéine Ligand-1 (PSGL-1) qui est le ligand naturel de la P-Sélectine et qui, étant 

présent à la surface des leucocytes, permet leur recrutement au niveau des parois artérielles 

pathologiques caractérisées par l’expression de la P-Sélectine [110, 124]. Par conséquent, nous 

pensons que nos microparticules fonctionnalisées avec du fucoïdane constituent des mimes de 

leucocytes. 

Dans cette étude, nous avons donc développé et caractérisé des microparticules fonctionnalisées 

avec du fucoïdane et chargées en oxyde de fer. Nous avons confirmé in vitro leur spécificité pour la P-

Sélectine et leur propriété superparamagnétique. Le comportement dynamique du mécanisme 

d’adhésion des microparticules à un endothélium activé a ensuite été étudié par microscopie 
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intravitale à fluorescence sur un modèle d’activation endothéliale induit par ionophore de calcium 

sur le mésentère de souris. Nous avons enfin validé leur efficacité comme outil IRM d’imagerie 

moléculaire de l’anévrisme sur le modèle d’AAA induit par perfusion d’élastase chez le rat. Ces 

études in vivo ont confirmé que les microparticules fonctionnalisées avec du fucoïdane ont un 

comportement apparenté à celui des leucocytes. En effet, nous avons d’une part confirmé le 

phénomène de migration dans la paroi anévrismale et d’autre part observé qu’après leur adhésion, 

les microparticules avancent lentement le long d’un endothélium activé, exhibant ainsi un 

comportement proche du phénomène de « rolling » caractéristique des leucocytes. 

Nous avons choisi de présenter cette technologie comme des mimes de leucocytes en 

polysaccharides et de soumettre cette étude au journal Acta Biomaterialia. 

 

 

 

Graphical Abstract 
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ABSTRACT 

We have developed injectable microparticles functionalized with fucoidan, in which sulfated groups 

mimic the anchor sites of P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1), one of the main receptor 

supporting leukocyte adhesion. These targeted microparticles were combined to a fluorescent dye 

and a T2* MRI contrast agent, and then tracked in vivo with small animal imaging methods. 

Microparticles of 2.5 µm were obtained by a water-in-oil emulsification combined with a cross-linking 

process of polysaccharides dextran, fluorescein isothiocyanate (FITC) dextran, pullulan and fucoidan 

mixed with ultrasmall superparamagnetic particles of iron oxide (USPIO). Fluorescent intravital 

microscopy observation revealed the dynamic adsorption and a leukocyte like behaviour of fucoidan 

functionalized microparticles on a calcium ionophore induced activated endothelial layer of a mouse 

mesentery vessel. We observed 20 times more adherent microparticles on the activated 

endothelium area after the injection of functionalized microparticles compare to non functionalized 

microparticles (197±11 MP-Fucoidan versus 10±2 MP). This imaging tool was then administered to 

rats presenting an elastase perfusion model of abdominal aortic aneurysm (AAA) and 7.4 T in vivo 

MRI was performed. Visual analysis of T2*-weighted MR images showed a significant contrast 

enhancement on the inner wall of the aneurysm from 30 minutes to 2 hours after the injection, 

compared to pre-injection images. Histological analysis of AAA cryosections revealed microparticles 

localized inside the aneurysm wall, in the same areas as immunostaining show P-selectin expression. 

The developed leukocyte mimetic imaging tool could therefore be relevant for molecular imaging of 

vascular diseases and for monitoring biologically active areas prone to rupture in AAA.  

 

KEY WORDS: Fucoidan, P-Selectin, MRI, Intravital microscopy  
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INTRODUCTION 

Abdominal aortic aneurysm (AAA) has a prevalence of 4 to 7 % in men older than 65 and a mortality 

rate associated to its rupture of more than 80 % [1, 2]. New non invasive techniques to improve this 

pathology diagnostic and its rupture risk prediction are needed [3]. Magnetic resonance imaging 

(MRI) provides high spatial and temporal resolution observations and has became an imaging 

modality of choice for AAA diagnostic [4, 5]. However, it only gives anatomical information and the 

size of an AAA has been reported as not sufficient to predict the rupture [6]. To increase the 

capabilities of MRI, an area of research aims to develop injectable contrast agents that enable 

molecular characterization and identification of the disease [7].  

The progression of aneurysm is known to be associated with proteolytic degradation of the vascular 

wall. It mainly involves thrombus-trapped blood-borne and leukocyte derived proteases infiltration 

into the arterial wall which are responsible for a local and massive proteolytic activity [8]. It has been 

reported that these highly biologically active sites lead to focal wall weakening and finally to rupture 

[9, 10]. Monitoring leukocytes accumulation is therefore interesting for non invasive assessment of 

aneurysm rupture risk. 

The recruitment of inflammatory cells into arterial wall is mediated by adhesion molecules, 

expressed by endothelium on activation, such as vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), 

intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) or P and E-Selectins [11]. Among these key molecules 

which constitute relevant targets for molecular imaging of vascular diseases, we selected P-Selectin 

since it is also expressed by activated platelets, the major cell constituent of the AAA thrombus. P-

Selectin is thus linked with both the renewal and growth of biologically active arterial thrombi and 

the inflammatory process which associated with aneurysm expansion [12, 13]. 

Several molecular magnetic resonance imaging tool designed as leukocyte mimetic have been 

developed to highlight acute inflammatory sites. Nanomicelles encapsulating superparamagnetic 

particle of iron oxide (SPIO) targeted toward ICAM-1 permited in vivo imaging of acute inflammation 

[14]. Macrophage lesion areas on an atherosclerosis mouse model have been revealed with dual 

ligand anti VCAM-1 and anti P-Selectin functionalized microparticles of iron oxide (MPIO) [15].  

In the present study, we propose a leukocyte mimetic probe targeted toward P-Selectin. For this 

purpose, we elaborated injectable polysaccharide microparticles from a water-in-oil emulsion 

process combined to a previously described crosslinked hydrogel preparation [16, 17]. We 

functionalized the microparticles with fucoidan, a seaweed derived polysaccharide whose sulfated 

chains mimic the anchor sites of P-Selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1) and have a strong affinity 

for P-Selectin [18, 19].  PSGL-1 is present on the surface of leukocytes and mediates, though the 

binding to P-Selectin, their rolling followed by their transmigration into the aneurismal wall [13, 20]. 

We also incorporated FITC dextran for fluorescent intravital microscopy and dextran coated USPIO as 

T2*-weighted MRI contrast agents in order to assess in vivo the behavior of the developed leukocyte 

mimetic probe. 
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We herein describe the fabrication, the in vitro characterization and the in vivo assessment, on two 

different vascular disease models with two imaging modalities, of fucoidan functionalized 

polysacharide microparticles. We demonstrate their ability to bind to activated cells on a calcium 

ionophore induced endothelium activation mouse model and to localize into the degraded arterial 

wall in an elastase-induced AAA rat model. These experiments revealed in vivo behaviors of the 

fucoidan functionalized microparticles similar to leukocytes rolling on activated endothelium and to 

leukocytes migration though the aneurysmal wall. 
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MATERIAL AND METHODS 

Microparticle preparation 

Polysaccharide microparticles (MP) were obtained with a new method [21] using a water-in-oil 

emulsification process combined with a previously described crosslinking protocol [22]. Pullulan (9 g, 

MW 200,000 g/mol, Hayashibara, Okayama, Japan), dextran (3 g, MW 500,000 g/mol, Sigma Aldrich, 

Fallavier, France) and FITC-dextran (100 mg, MW 500,000 g/mol, Sigma Aldrich) were solubilized 

either in 40 mL of purified water or in 40 mL of dextran coated ultrasmall particles of iron oxide 

suspensions ([Fe]=0.9 M, USPIO Sinerem®, Guerbet, Villepinte, France) to obtain MP and MPIO, 

respectively. To prepare functionalized microparticles (MP-Fucoidan or MPIO-Fucoidan), 1.2 g of 

fucoidan (MW 23,000 g/mol, Sigma Aldrich) was blended into the mixture. Under alkaline condition 

(NaOH 2.3 M), 300 mg of the blend was mixed with 30 μl of STMP (30% (w/v) in water, Sigma 

Aldrich). The aqueous phase was slowly injected into 30 mL of colza oil containing 1.5 % (w/v) of a 

surfactant mixture of Span 80 (Sigma Aldrich) and Tween 80 (Fluka, Fallavier, France) with a ratio 

75/25, and dispersed with a homogenizer (Polytron PT 3100, dispersing aggregate PT-DA 07/2EC-

B101, Kinematica, Luzernerstrasse, Switzerland). Next, this emulsion was transferred in an oven 

(50°C) wherein the crosslinking step took place for 20 minutes. The oil phase was then removed by 

phase separation and resulting microparticles were washed in PBS. The suspensions were filtered 

through 5 µm nylon filters (SEFAR NITEX, 03-5/1 115 cm, Thal, Switzerland) with a vibrating sieve 

machine (AS 200, Retsch, Eragny sur Oise, France) then centrifuged (BR4i, JOUAN S.A., Saint Herblain, 

France) for 10 minutes at 3,000 g. Resulting pellets were suspended at 1.5 % (w/v) in saline buffer 

and stored at 4°C until use. 

 

Microparticles characterization 

The surface morphology of MP, MP-Fucoidan, MPIO and MPIO-Fucoidan particles was imaged using 

scanning electron microscopy (SEM) (Philips XL 30 ESEM-FEG, Amsterdam, Netherlands) on dried 

samples coated with a thin gold layer. Mean diameter and size distribution were determined by 

image analysis of fluorescent microscopy images (Nikon Eclipses E400, Nikon, Tokyo, Japan). 

Microparticles snapshots were first converted to binary images and diameter distributions were 

obtained with the Analyse Particles function of ImageJ software (ImageJ, NIH, USA). The mean 

diameter and the percentage of microparticles smaller than 10 µm were calculated for each 

snapshot. Three snapshots from three different samples of each microparticle type were analyzed. 

Sulfur and iron presence on the surface of microparticles was evidenced by energy dispersive X-ray 

spectroscopy (EDX) (Philips XL 30 ESEM-FEG). Global sulfur content was quantified by UV 

fluorescence spectroscopy (THERMO TN-TS 3000, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) on 

freeze-dried samples of fucoidan and microparticles (n=4). Fucoidan content in microparticles was 

calculated from their sulfur content and the sulfur content of fucoidan. Global iron content was 

measured by flame spectroscopy on MPIO and MPIO-Fucoidan suspensions (n=5). 
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In vitro binding assay  

Affinity of fucoidan functionalized microparticles for P-Selectin expressed on the surface of activated 

human platelets was assessed by flow cytometry. Blood from healthy adult volunteers was collected 

in sodium citrate 3.8 % (w/v). Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation at 120 g for 

15 min and platelet concentration was adjusted at 2.108/mL with autologous platelet-poor plasma 

(PPP). Activated PRP was obtained by stimulation of PRP with 20 µM of TRAP (thrombin receptor-

activating-peptide). P-Selectin expression at the platelet surface was assessed using an anti human 

CD62P-FITC (0.11 mg/mL, Ancell, Bayport, MN, USA) and its isotype-matched control. In some 

experiments, a non-labeled anti human CD62P (1 mg/mL, Ancell) was used to block P-Selectin in 

activated PRP. To evaluate the binding of microparticles to platelet P-Selectin, 5 µL of non activated 

PRP, activated PRP or anti P-Selectin-treated activated PRP were incubated for 20 minutes with 5 µL 

of fluorescent microparticles (either MP, MPIO, MP-Fucoidan or MPIO-Fucoidan), together with 5 µL 

of PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD41a (BD Biosciences Pharmingen, Le Pont De Claix, France) to label 

platelets. In addition each PRP sample was incubated with an isotype-matched control antibody. 

Samples were analyzed on a LSRII flow cytometer (BD Bioscience Pharmingen), with 10,000 events 

collected per sample with area of double positivity reflecting the affinity of microparticles (FITC) for 

platelets (PE-Cy5). The data were processed with FACS DiVa software and PE-Cy5 mean fluorescence 

intensity (MFI) was measured in the area of double positivity. Results were presented as a ratio of 

MFI of interest to the control MFI (MP incubated with PRP). 

 

Fluorescence intravital microscopy study on an in vivo activated endothelium mouse model 

BALB/c male mice were purchased from CEJ (Le Genest, France). All experimental procedures were 

approved by the Animal Care and Use Committee of the Claude Bernard Institute (Paris, France). 

A total of 7 mice (8 to 10 week-old) were anesthetized by intraperitoneal injection of 100 mg/kg 

ketamine and 10 mg/kg xylazine in saline solution. The mesentery was gently exteriorized through a 

midline abdominal incision and small vessels were visualized by intravital microscopy (Axio Observer, 

Carl Zeiss MicroImaging, Oberkochen, Germany) with a 20X objective connected to a CCD camera 

(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan). Endothelial activation was induced by calcium ionophore 

A23187 drop deposition (3 µL of 20 mM solution, Sigma Aldrich). Then, rhodamine 6G solution (30 

µL, 0.3% (w/v), Sigma Aldrich) was injected into the retro-orbital sinus and 2 minutes later, 

endothelium activation was examined in real-time by monitoring the accumulation of rhodamine 6G-

labeled leukocytes in red fluorescence. Then, microparticles suspensions (200 µL, 1.5% (w/v)) were 

injected into the retro-orbital sinus and observed in green fluorescence by intravital microscopy (n= 

3). Dynamic behavior of MP or MP-Fucoidan was studied on snapshots series recorded with a 0.2 

second interval from 5 seconds after the injection (n=1). An additional experiment was performed 

with MP-Fucoidan on control mice with no endothelium activation (n=1). 

The observed total number of fluorescent microparticles accumulated in the area of interest was 

plotted as a function of time during the 2 first seconds of the acquisitions. All red leukocytes and 
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green MP or MP-Fucoidan were also counted on snapshots taken at 1 minute post injections of 

microparticle suspensions and results were expressed in number of particles for 100 leukocytes 

(n=3).  

Dynamic binding of MP-Fucoidan on activated endothelium was studied on snapshot series starting 

at 1 minute post injection and recorded with 0.2 second interval. Several MP-Fucoidan were 

identified as presenting a rolling behavior on the videomicroscopy observations. Mean rolling 

velocities were calculated by measuring the distanced traveled by microparticles presenting a rolling 

behavior during the recording time and were expressed in µm.s-1 (n=3).  

 

Elastase induced abdominal aortic aneurysm rat model 

Abdominal aortic aneurysm elastase-induced model was performed on 10 male adult Wistar rats (7 

weeks, CEJ) [23]. Animals were anesthetized with pentobarbital (1 µL/g body weight). Porcin 

pancreatic elastase (2.7 mg/mL, Sigma Aldrich) was perfused into the lumen of an isolated segment 

of the infrarenal abdominal aorta for 15 minutes at 2.5 mL/h. Two weeks after the surgery, when 

animals present biologically active abdominal aorta aneurysm characterized by the presence of 

intraluminal thrombus and expression of P-Selectin, as described previously [24], rats were injected 

and imaged.  

 

In vitro MRI experiment 

MPIO and MPIO-Fucoidan were homogeneously suspended in agarose gel (0.15 %, Invitrogen, 

Carlsbad, NM, US) to final concentrations of 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 mmol Fe/L and imaged on 

a 7.4 T MR scanner (PharmaScans, Brucker Biospin, Ettlingen, Germany). T2* relaxation times were 

measured using a multi-slice multi-gradient echo sequence (MGE) with the following parameters: 

repetition time (TR)=1500 ms, 12 successive echo times (TE) from 3.8 ms with an increment of 4.85 

ms, slice thickness=1 mm, field of view (FOV)=1145 mm x 562 mm, matrix size=256 x 256. The mean 

T2*-weighted MRI signal intensity (SI) was measured at TE=13.5 ms and plotted as a function of iron 

concentration. Relaxation times were calculated at each TE and relaxation rate r2* was calculated by 

linear fitting of the inverse relaxation times as a function of iron concentrations.  

 

In vivo MR imaging 

AAA rats were anesthetized with pentobarbital (1 µL/g body weight), a PE10 catheter was implanted 

into the carotid artery and a pre-injection MRI scan focused on the abdomen was performed. We 

injected then into the catheter MPIO-Fucoidan or MPIO suspended at 1.5 % (w/v) in 200 µL of 0.9 % 

NaCl, (corresponding to an iron dose of 0.56 mg Fe/kg). In vivo T2*-weighted MRI scan was 

performed on the same 7.4 T MR scanner than the one for in vitro experiments, with the following 

parameters: TR=350 ms, TE=10 ms, 20 slices of 1 mm thickness, FOV=1145 mm x 562 mm, matrix size 
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=256 x 256. Scans were performed every 7 minutes for 2 hours (n=5 rats for each type of 

microparticle). 

Image analysis was performed on the image series using DICOM reader software (OsiriX, Geneva, 

Switzerland). For rats injected with MPIO-Fucoidan, regions of interest (ROIs) were drawn around the 

enhanced area within the AAA wall identified on the MRI scan at 121 minutes post injection and 

were reported on each previous scans. For rats injected with non functionalized MPIO, no enhanced 

area could be identified and controls ROIs were drawn in an area from the AAA wall. The average 

signal intensity in these ROIs (SIenhanced area) was measured in each scan. Additional ROIs were 

placed in the paravertebral muscles to determine the mean deviation of the noise signal SDnoise in 

every image. Signal-to-noise ratio (SNR) was then calculated for each scan using the following 

equation: SNR=SIenhanced area /SDnoise. Normalized signal enhancement (ΔNSE % = (SNRt-

SNRt=0)/SNRt=0 x 100) was calculated at each time point from 0 to 121 minutes post-injection, with 

time 0 corresponding to images taken immediately before injection. Results are presented as mean 

ΔNSE % values ± SEM plotted as a function of time post-injection (n=5).  

 

Histology and immunohistochemistry 

Animals were sacrificed with pentobarbital overdose immediately after the last MRI scan. Abdominal 

aortic aneurysms were harvested, washed in 0.9 % saline, fixed in paraformaldehyde 3.7 % and 

embedded in paraffin. Transverse serial sections of 10 µm thickness were cut and stained with 

Masson trichrome to visualize cells, nuclei and fibrin and with Perls stain to show iron presence. 

Immunohistochemistry studies were performed using a goat  P-Selectin antibody (4 µg/mL, Santa 

Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) as a primary antibody and an IgG rabbit antigoat as a 

secondary antibody (1 µg/mL, Dako, Les Ulis, France) conjugated with horseradish peroxidase, 

revealed by DAB (Dako, Les Ulis, France) and counterstained with hematoxylin. Control sections were 

obtained by omitting the primary antibody. Observations were performed using light microscopy 

(Nanozoomer, Hamamatsu Photonics). Some sections were not stained but directly observed with 

green fluorescence microscopy (Nikon Eclipses E400, Nikon, Tokyo, Japan). 

 

Statistical analysis 

All results are expressed as mean values ± SEM. Statistical analysis was performed with GraphPad 

Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Multiple groups (microparticle diameters and ΔNSE 

% measured at each time point on in vivo MR images) were compared with one-way ANOVA and 

Bonferroni post-tests. Two group results (sulfur, fucoidan and iron global content, number of 

particles localized on activated endothelium observed by intravital microscopy) were analyzed with 

unpaired Student’s t-tests. A difference of p<0.05 was considered significant. 
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RESULTS 

1. Characterization of the polysaccharide microparticles 

Polysaccharide microparticles were prepared by a chemical crosslinking process combined with an 

emulsion step. Iron loaded microparticles (MPIO) were obtained by adding dextran coated USPIO in 

the aqueous phase and functionalized microparticles (MP-Fucoidan/MPIO-Fucoidan) were obtained 

by adding the sulfated polysaccharide fucoidan. All the microparticles incorporated FITC-Dextran and 

therefore showed green fluorescence. 

MP, MP-Fucoidan, MPIO and MPIO-Fucoidan microparticles all exhibited a spherical morphology and 

a smooth surface as shown on scanning electronic microscopy images (Fig 1). Size measurements on 

fluorescent microscopy snapshots revealed mean diameters of respectively 2.3 ± 0.3 µm, 2.4 ± 0.1 

µm, 2.8 ± 0.3 µm and 2.6 ± 0.2 µm with no statistical difference (n=3) (table 1). Energy-dispersive X-

ray spectroscopy confirmed the presence of sulfur at the surfaces of fucoidan functionalized 

microparticles and the presence of iron when microparticles were loaded with USPIO. Flame 

spectroscopy revealed a similar iron concentration of 21.36±1.03 mM Fe and 19.92±0.46 mM Fe in 

MPIO and MPIO-Fucoidan suspensions respectively (n=4) (table 1).  MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan 

contained 668±41 ppm and 428±5 ppm of sulfur, respectively. From fucoidan containing 7.5±0.1 % 

(w/w) of sulfur, we calculated the fucoidan content of MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan to be 

0.90±0.05 % (w/w) and 0.60±0.02 % (w/w), respectively (n=4, p<0.001).  

 

2. In vitro affinity for P-Selectin 

Interaction of non functionalized microparticles (MP and MPIO) with resting non activated platelets 

(PRP), activated platelets (PRP + TRAP) and P-Selectin blocked platelets (PRP + TRAP + CD62P) was 

assessed and compared to the interaction of fucoidan functionalized microparticles (MP-Fucoidan 

and MPIO-Fucoidan) (Fig 1E). First, a weak binding of MP and MPIO to platelets was observed, 

whether they were incubated with activated, unactivated, or activated then blocked platelets, as 

shown by low values of mean fluorescence intensity (MFI). A weak binding was also noticed MP-

Fucoidan and MPIO-Fucoidan when incubated with unactivated platelets or with activated platelets 

blocked with anti P-Selectin, with ratios of MFI to the control MFI (MP incubated with PRP) close to 1 

in every cases. In contrast, MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan exhibited a significantly higher MFI ratio 

with activated platelets, as compared to unactivated platelets or activated then blocked platelets 

(p<0.001 in both cases). Interaction with platelets activated with TRAP was 2 to 3 times higher with 

fucoidan functionalized microparticles, as compared to non functionalized microparticles (MFI ratio 

of 2.9±0.4 for MP-Fucoidan and 2.3±0.3 for MPIO-Fucoidan versus 1.1±0.1 for MP and 1.3±0.2 for 

MPIO, p<0.001 in both cases). 
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Table 1. Microparticles characterization. Diameter of naked microparticles (MP), microparticles 

functionalized with fucoidan (MP-Fucoidan), microparticles loaded with iron oxide (MPIO) and 

microparticles loaded with iron oxide and functionalized with fucoidan (MPIO-Fucoidan) were 

measured by image analysis with fluorescent microscopy (n=3). Global sulfur content was 

determined by UV fluorescence spectroscopy to evaluate fucoidan content (n=4). Global iron content 

were measured by atomic absorption spectroscopy (n=5). Sulfur and iron presence was evidenced by 

EDX technique (n=3). Results are presented as mean values ± SEM.  

 
Diameter EDX Detection Global content 

 mean 

(µm) 

% < 10 µm Sulfur Iron Sulfur 

(10
-3

 wt %) 

Iron (mM) Fucoidan 

(wt %) 

MP 2.3 ± 0.3 99.5 ± 0.3 - - < 5 N.D. < 0.1 

MP-Fucoidan 2.4 ± 0.1 99.0 ± 0.5 + - 67.0 ± 4.0 N.D. 0.90 ± 0.05 

MPIO 2.8 ± 0.3 98.1 ± 1.1 - + < 5 21.4 ± 1.0 < 0.1 

MPIO-Fucoidan 2.6 ± 0.2 99.9 ± 0.1 + + 43.0 ± 0.5** 19.9 ± 0.5 0.60 ± 0.02 

** p<0.01 MP-Fucoidan versus MPIO-Fucoidan 

ND: Not detectable. 

 

 

 

 

Figure 1. Scanning Electron Microscopy observations of MP (A), MPIO (B), MP-Fucoidan (C) and 

MPIO-Fucoidan (D). Scale bar: 10 µm. Flow cytometry assessment of FITC fluorescent MP, MPIO, MP-

Fucoidan and MPIO-Fucoidan incubated with either unactivated platelets rich plasma (PRP), platelets 

rich plasma activated with 20 µM TRAP (PRP + TRAP) and platelets rich plasma activated then P-

Selectin blocked with 100 µM CD62P (PRP + TRAP + CD62P) (E). The mean fluorescence intensity 

(MFI) was measured in the area of double positivity. Results are presented as a ratio of MFI to the 

control MFI (MP incubated with PRP) as mean values ± SEM (n=3, ***p<0.001). 
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3. Affinity of the microparticles for an activated endothelium 

Microparticles (MP, MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan) were injected intravenously into mouse and 

their interactions with an activated endothelium were studied by intravital fluorescent microscopy 

(Fig 2). 

The examination of the dynamic behavior showed that immediately after the injection, the number 

of MP-Fucoidan accumulated in the activated endothelium area increased over time (Fig 2A) whereas 

the number of MP did not increase with time (Fig 2B). In addition, the absence of affinity of 

functionalized microparticles for a non activated endothelium was verified with no MP-Fucoidan 

found in the area of interest (Fig 2C). 

One minute after the injection, almost no non-functionalized microparticles (MP) were found 

interacting with the calcium ionophore stimulated endothelial area, whose activation was confirmed 

by its ability to retain leukocytes (Fig 3A). On the contrary, after injection of fucoidan functionalized 

microparticles (MP-Fucoidan), many of them were localized in the area of the activated endothelium 

(Fig 3B). Number of microparticles in the activated endothelium area was more than 18 times higher 

for MP-Fucoidan than for MP (187±17 MP-Fucoidan versus 10±2 MP per 100 leukocytes, p<0.001) 

(Fig 3C). 

Video microscopy observations also revealed that most MP-Fucoidan are firmly adherent and that 

some MP-Fucoidan slowly advanced along the activated endothelium, similarly to rolling leukocytes, 

with a mean velocity of 10.5 ±2.0 µm.s-1 (n=9) (Fig 4). This rolling phenomenon was not observed for 

non-functionalized microparticles. 
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Figure 2. Intravital microscopy dynamic observation in calcium ionophore activated mesenteric 

venules after intravenous injection (200 µL) of MP-Fucoidan (A) and MP (B). Control after injection of 

MP-Fucoidan with no activation was assessed (C). Snapshot series start before 5 seconds after 

injections and are separated by 0.2 s. Number of microparticles in function of time after injection 

were plotted. Scale bar: 50 µm. Arrow heads indicate adherent microparticles. 
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Figure 3. Intravital microscopy observations on activated vein area after intravenous injection (200 

µL) of MP (A) and MP-Fucoidan (B). Scale bar: 50 µm. Green fluorescent microparticles were 

prepared with FITC dextran (3.5 % w/w). Leucocytes were labeled by rhodamine 6G and exhibited 

red fluorescence. Quantification of the number of microparticles per 100 leukocytes found in the 

activated endothelium area was performed (C). All the snapshots were taken after 1 minute post-

injection. Results are presented as mean values ± SEM (n=3). MP-Fucoidan showed statistically higher 

affinity than MP for an activated endothelium (*** p<0.001).  

 

 

Figure 4. Intravital microscopy dynamic observations on activated vein area after intravenous 

injection (200 µL) of MP-Fucoidan. Snapshots series start after 1 minute post-injection and were 

separated by 0.2 s. MP-Fucoidan highlighted with white circles slowly advanced (arrows) and 

therefore present a behavior that mimic leukocyte rolling. Mean rolling velocity of 10.5 ± 2.0 µm.s-1 

was measured. No rolling could be measured in absence of fucoidan. Scale bar: 50 µm. 
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4. High inflammatory sites detection in AAA by in vivo MRI  

To assess the ability of the polysaccharide microparticles loaded with USPIO to contrast-enhance 

T2*-weighted images, we performed in vitro MR imaging of MPIO and MPIO-Fucoidan suspensions. 

The T2* signal intensity was negatively enhanced by both MPIO and MPIO-Fucoidan presence and 

decreased according to iron concentration. We further measured r2* relaxation rates of 562.8 mM-

1.s-1 and 563.4 mM-1.s-1 respectively (Fig 5).  

We then assessed the functionalized microparticles of iron oxyde as contrast agents for in vivo MR 

imaging of the abdominal aortic aneurysm (AAA) in an elastase induced AAA rat model. As shown on 

T2*-weighted in vivo MR images, no signal intensity modification was detected after the injection of 

non functionalized control MPIO and only a few microparticles are found on Perls stained AAA 

sections (Fig 6A). On the contrary, MPIO-Fucoidan generated a negative contrast enhancement in the 

AAA which was clearly visible from 30 minutes after injection and histological studies of perls stained 

AAA sections, 2 hours after injections, confirmed the presence of iron loaded microparticles in the 

area which correspond to the uptake observed on MRI (Fig 6B). 

The signal in the identified uptake area increased progressively with time and became significantly 

different from the signal before the injection at 21 minutes post-injection (mean ΔNSE % of -

39.1±7.6, p<0.01), at 49 minutes post-injection (mean ΔNSE % of -44.0±7.4, p<0.001) and remained 

relatively stable afterwards until 121 minutes (mean ΔNSE % of -48.4 ± 2.9) (Fig 6C). No significant 

signal uptake was measured from 7 minutes to 2 hours after the injections of non functionalized 

MPIO.  

 

 

 

Figure 5. In vitro T2*-weighted MRI images with different iron concentrations of MPIO (A) and MPIO-

Fucoidan (D). Mean T2*-weighted MRI signal intensity measured with different iron concentrations 

for MPIO (B) and MPIO-Fucoidan (E). Relaxation rates of MPIO (C) (r2* = 562.8 mM-1.s-1) and MPIO-

Fucoidan (F) (r2* = 563.4 mM-1.s-1). 
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Figure 6. In vivo T2* weighted MRI transversal images of the aneurysm of an abdominal aortic 

aneurysm (AAA) before and after injection into the rat carotid artery of MPIO (A) and MPIO-Fucoidan 

(B) (200 µL, 1.5 % w/v in 0.9 % NaCl). Images were obtained every 7 minutes up to 2 hours after 

injection. Contrast uptake is indicated with red arrows. Perls stained AAA sections corresponding to 

the MRI observations, 2 hours after injections of microparticles are presented on the right part. 

MPIO-Fucoidan are observed in blue spots in the aneurysmal wall. Mean Normalized Signal 

Enhancement (ΔNSE %) measured on MRI acquisitions of AAA rats injected with MPIO or MPIO-

Fucoidan was plotted as a function of time post injection (C). Results are presented as mean values 

± SEM (n=5, post-injection ΔNSE % versus pre-injection ΔNSE %; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 

Scale bars: 250 µm and 100 µm (zoom). 
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5. Localization of the MPIO-Fucoidan into the AAA wall 

After in vivo MRI experiments, 2 hours after injections, we performed histology staining of AAA 

paraffin embedded sections to study the location of the functionalized microparticles. Masson 

trichrome staining (Fig 7A) confirmed the presence of a degraded media layer in the aneurismal wall. 

Perls staining clearly revealed the presence of iron localized in the arterial wall, between the 

thrombus and the media layer (Fig 7B). This location, corresponding to inflamed areas where cells 

express P-Selectin (Fig 7C), also contained green FITC microparticles as observed by fluorescence 

microscopy (Fig 7D). 

 

 

Figure 7. Histological analysis of AAA. Paraffin sections were stained by Masson trichrome (A). Perls 
revealing iron presence in blue in the AAA wall (black arrows) (B). Immunostaining of P-Selectin 
found on the endothelium layer and inside the AAA wall (black arrows, top), with control section 
without primary antibody shown at the bottom (C). Fluorescence microscopy observation of FITC 
MP-Fucoidan microparticles in the arterial wall (white arrows) (D). Scale bars: 500 µm (A), 100 µm (B, 
C, D).  



97  Projet 2 : MPIO-Fucoïdane 

 

DISCUSSION 

In this study, we developed fucoidan functionalized polysaccharide micro-sized particles. 

The described water-in-oil emulsion process coupled to the crosslinking of pullulan, dextran, FITC-

dextran, fucoidan and dextran coated USPIO resulted in reproducible productions of 4 types of 

polysaccharide microparticles; non functionalized and non loaded pullulan/dextran microparticles 

(MP), functionalized non loaded fucoidan/pullulan/dextran microparticles (MP-Fucoidan), iron 

loaded non functionalized (MPIO) and fucoidan functionalized microparticles (MPIO-Fucoidan). 

SEM images show that the addition of fucoidan and dextran coated USPIO did not affect the surface 

morphology, all being with smooth surfaces, and size measurements revealed the same diameter 

distribution with a common mean diameter around 2.5 µm (no significant difference). More than 

98% of all microparticles presented a diameter under 10 µm. According to Charoenphol et al., this 

size is well adapted for vascular targeting purpose since their results suggest that spheres presenting 

a diameter of 2 to 5 µm are optimal for targeting the wall in medium to large vessels relevant in 

several cardiovascular diseases [25, 26]. 

EDX analysis revealed sulfur presence at the surface of both type of microparticles prepared with 

fucoidan (MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan) but not for other microparticles, confirming the 

presence of the sulfated polysaccharide fucoidan. MP-Fucoidan contained slightly more fucoidan 

than MPIO-Fucoidan (0.90 ± 0.05 % (w/w) versus 0.60 ± 0.01 % (w/w), p<0.01), and this 

phenomenom is likely due to the repulsion between anionic coverage of USPIO and the anionic 

polysaccharide fucoidan [27, 28]. Electrostatic repulsion forces may induce a lower content of 

fucoidan in presence of carboxymethylated dextran coated USPIO. 

EDX analysis also confirmed the presence of iron on both type of microparticles loaded with the 

dextran coated USPIO (MPIO and MPIO-Fucoidan). There was no significant difference in iron 

concentration between both types of iron loaded microparticles, showing that the addition of 

fucoidan did not reduce the iron presence. Flame spectroscopy measurement revealed an amount of 

iron of 21.36 ± 1.03 mM and 19.92 ± 0.46 for MPIO and MPIO-Fucoidan suspensions (for 1.5 % w/v 

suspensions). For in vivo experiment, we injected 0.56 mg Fe/kg dose in rats and phase 1 of clinical 

trial have validated doses ranging from 0.3 to 1.7 mg Fe/kg administered in humans clinical trials 

using the same Sinerem® USPIO [29]. 

We then demonstrated that the functionalized microparticles have a strong affinity for human 

activated platelets. Using flow cytometry, we demonstrated that MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan 

have binding affinities higher than non functionalized MP and MPIO (2.9 ± 0.4 and 2.3 ± 0.3 MFI 

ratios for MP-Fucoidan and MPIO-Fucoidan respectively versus 1.1 ± 0.1 and 1.3 ± 0.2 MFI ratios for 

MP and MPIO respectively, p<0.001 in both cases). Although less fucoidan was trapped in MPIO-

Fucoidan than in MP-Fucoidan, there was not any significant decrease of their binding to activated 

platelets. We also evidenced that this affinity is specific to P-Selectin since we measured the same 

level of interaction with activated-then-P-Selectin-blocked platelets than with non activated 

platelets. 
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The intravital microscopy observation permitted to study the dynamic in vivo interaction of the 

functionalized microparticles on an activated endothelium.  

We demonstrated that after injection into the blood stream, fucoidan functionalized microparticles 

rapidly bind to the activated vessel wall. The measured affinity happens to be over 18 times more 

important with the presence of fucoidan ligand at the surface of the microparticles than with 

microparticles without fucoidan. The use of this sulfated polysaccharide as targeting ligand for 

activated endothelial cells was therefore highly relevant and the ability of the developed MP-

Fucoidan to target a pathological vessel wall was evidenced. 

The observation of microparticle dynamic interaction further revealed that among all the firmly 

adherent fucoidan functionalized microparticles, some of them slowly advance in the direction of the 

flow along the activated endothelium. This slow motion is similar to the rolling phenomena which 

characterize the leukocytes adherence on activated endothelium. We measured that the identified 

rolling MP-Fucoidan advanced with a mean velocity of 10.5±2.0 µm.s-1 which is in the same order 

than leukocyte rolling velocity found in the literature [30, 31]. This rolling behavior is specific to the 

presence of fucoidan, since none of the MP rolled on the activated endothelium. These results show 

that the interaction of fucoidan functionalized microparticles with activated cells mimick that of 

leukocytes. 

 

We further assessed the magnetic resonance imaging (MRI) properties of the microparticles of iron 

oxide and in vitro MRI studies showed that MPIO and MPIO-Fucoidan displayed strong ability to 

negatively enhance T2* signal. The addition of fucoidan did not interfere with superparamagnetic 

properties of micro-sized particles of iron oxide since fucoidan functionalized or non functionalized 

MPIO both similarly decreased T2* signal and were characterized by similar values of r2* relaxation 

rates (562.8 mM-1.s-1 for MPIO and 563.4 mM-1.s-1 for MPIO-Fucoidan). Our technology exhibit 

superparamagnetic properties in agreement with a recent relaxometry study which stated a r2* 

value of 635 mM-1.s-1 on 1.63 µm MPIO [32].  

In vivo MRI experiments clearly revealed a specific area of T2* signal uptake localized in the 

aneurysm wall in all AAA rats injected with MPIO-Fucoidan whereas no such areas were observed on 

AAA rats injected with non functionalized control MPIO. Image analysis indicated that the negative 

contrast enhancement is significant from 30 minutes after the injections, with a mean ΔNSE % of 

about -50%. In a feasibility study of AAA MR imaging in human patients with non targeted USPIO 

Sinerem®, Sadat et al. obtained the same magnitude of T2* signal decrease in aneurysmal wall 36 

hours after the injection (T2* = 37.8 ± 13.5 ms pre-injection versus T2* = 20.4 ± 8.8 ms post-injection) 

[33]. In this case, a long circulation time was needed to have a sufficient USPIO taken up by 

macrophages whereas our targeted approach benefit from a rapid visualization of the pathology. 

Furthermore, the confrontation of post-injection transversal AAA MRI acquisitions reveals that 

USPIO-uptake areas in that study were not as clearly defined than the MPIO-Fucoidan-uptake areas 

we observed. In fact, our results emphasize the specificity of micro-sized functionalized molecular 
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MR imaging probes versus non functionalized nano-sized probes which are susceptible of passive 

accumulation [34].  

Thus, the herein described imaging tool provides similar level of contrast enhancement than USPIO 

while shortening the time of the diagnostic procedure and improving the specificity of the signal.  

 

The histological studies of the harvested AAA after the in vivo MRI experiments revealed that these 

specific contrast enhanced signal correspond to MPIO-Fucoidan accumulated into the media layer of 

AAA wall, and were clearly identified with iron staining and fluorescent microscopy observation. It 

should be noticed that this specific accumulation within the aneurysmal wall mimics the 

accumulation of macrophages [35-37]. The fucoidan functionalized microparticles which exhibited 

leukocyte like rolling behavior on an activated endothelium would then mimic the whole adhesion, 

trans-intima migration and medial localization processes of leukocytes (mainly of 

monocytes/macrophages). 

We further demonstrated that the microparticles are localized in the same areas where P-Selectin is 

expressed. More precisely, the P-Selectin was detected within the media layer, where the MPIO-

Fucoidan are accumulated, and on the intima layer, where we assume they have bonded before 

rolling and diffusing though the degraded AAA wall. The developed tool is therefore able to highlight 

on MR images the sites of the AAA wall where leukocytes are highly recruited. Hence, this technology 

may be used to monitor the high biologically active areas of aneurysms which are known to be more 

prone to growth and rupture [9, 38]. 

The strategy to develop a leukocyte mimetic targeting device coupled to an MRI contrast agent was 

also developed by McAteer et al., who produced microparticles of iron oxide targeted toward VCAM-

1 and P-Selectin (PV-MPIO) to image atherosclerotic lesions  [15]. Despite some similarities, both 

technologies present distinct attractive features. Indeed, this dual ligand system which has a mean 

diameter of 1 µm which represents lower vessel occlusion risk than the 2.5 µm MPIO-Fucoidan 

described in this publication. They obtained the same magnitude of contrast enhancement with a 

signal attenuated by half in macrophage lesion area on in vivo T2*-weighted MR imaging of 

atherosclerosis plaque in apolipoprotein E-deficient mice model.  

However, the main difference between both technologies resides in the design of the microparticles. 

Indeed, unlike PV-MPIO systems, MPIO-Fucoidan are not constituted by one single large iron core 

but rather by ultrasmall particles, leaving some space available for incorporation of any other 

molecule of interest. Besides, the property to diffuse in the aneurysmal wall could be of great 

interest for future works which will consist in the vectorization of a therapeutic molecule. Indeed, 

one promising therapeutic strategy for AAA aims to inhibit the intensive proteolytic activity induced 

by macrophages accumulated into the aneurysmal wall [39, 40]. The herein developed leukocyte 

mimetics could vehicule proteolytic inhibitors directly where their activity are needed while 

permitting the monitoring of AAA evolution with MR imaging. At this point, the use of biodegradable 

polysaccharides to produce a carrier will be an evident attractive feature for controlled drug release 

purposes. Moreover, as described by Eniola et al., these leukocyte mimetic constructs exhibit a 
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binding avidity reflecting the advancement of the pathology and therefore provide a mean to self 

adjust the amount of therapeutics according to the inflammation degree [41]. 

 

CONCLUSION 

The developed injectable polysaccharide microparticles of iron oxide functionalized with fucoidan 

constitute a very promising molecular magnetic resonance imaging (MRI) tool for the diagnostic of 

abdominal aortic aneurysm (AAA) and any other arterial diseases characterized by the expression of 

P-Selectin. We validated in vivo the targeting capacities of this technology on an activated 

endothelium mouse model and observed dynamic adhesion behaviors which are similar to leukocyte 

rolling. The in vitro MRI studies confirmed the super paramagnetic properties of the MPIO-Fucoidan 

and the in vivo administration to AAA rats demonstrated their ability to highlight on MR images the 

area of high inflammatory activity into the aneurysmal wall. This leukocyte mimetic innovative 

technology showed strong ability for MRI assessment of AAA and exhibited promising targeting 

properties for a therapeutic application. Future works will consist in the incorporation of therapeutic 

molecule inhibiting the massive proteolytic activity localized in aneurysmal wall. 
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Appendix A. Video of fluorescence intravital microscopy observation 

Rolling behavior of microparticles could be difficult to observe on Fig 4. The video data corresponding 

to the intravital microscopy acquisition shown in Fig 3B and Fig 4 can be found in the online version.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 
Ce projet de thèse a permis de développer la synthèse de microparticules polysaccharides injectables 

dans la circulation sanguine, pouvant être combinées à un agent ciblant et à deux types d’agents de 

contraste. Nous avons validé l’utilisation de ce système comme outil d’imagerie moléculaire de 

l’anévrisme de l’aorte abdominale (AAA) en tomodensitométrie par émission monophotonique 

(TEMP) et en imagerie par résonance magnétique (IRM). 

Nous allons maintenant revenir sur les résultats encourageants que nous avons obtenus avec les 

microparticules dans les 2 projets de cette thèse. Nous discuterons dans un premier temps de 

l’avenir clinique de cette nouvelle technologie en tant qu’outil d’imagerie moléculaire pour la TEMP 

et pour l’IRM. Nous verrons que nous avons également combiné notre support polysaccharide à un 

agent de contraste échogène et nous présenterons les résultats préliminaires obtenus avec cette 

3ème modalité d’imagerie. Enfin, nous expliquerons en quoi les propriétés de ciblage des 

microparticules fonctionnalisées semblent adéquates pour vectoriser un principe actif dans la paroi 

des anévrismes. 

 

Outil d’imagerie TEMP 

Le premier projet a permis la mise au point d’un outil d’imagerie moléculaire prometteur pour le 

diagnostic de l’anévrisme de l’aorte abdominale et potentiellement toutes les autres pathologies 

artérielles caractérisées par l’expression de P-Sélectine. En effet, les microparticules polysaccharides 

fonctionnalisées avec des chaînes de fucoïdane et radiomarquées au technétium 99m (99mTc) ont 

apporté une excellente prise de contraste en imagerie TEMP au niveau d’anévrismes de l’aorte 

abdominale  (AAA) chez le rat. 

Plus précisément, cet outil s’avère plus performant que le fucoïdane libre radiomarqué dont la prise 

de contraste apportée se limite au thrombus intraluminal dans le même modèle d’AAA obtenu par 

perfusion d’élastase dans l’aorte abdominale de rats [72]. Les images d’autoradiographie des coupes 

transversales des AAA (Figure S3, Projet 1, p 64) révèlent clairement que les microparticules 

apportent un signal dans toute la paroi anévrismale et pas seulement dans la zone thrombosée. Avec 

un diamètre hydrodynamique plus grand et plusieurs ligands en surface, notre système présente 

vraisemblablement une capacité de ciblage améliorée par rapport à la macromolécule en solution 

[76, 77]. 

Nous avons également confronté notre technologie avec le seul outil d’imagerie moléculaire utilisé 

actuellement en clinique ; le 18F-fluoro-deoxy-glucose (18F-FDG). En révélant en imagerie TEP les 

cellules à forte activité métabolique, le 18F-FDG est actuellement d’une grande utilité pour le 

diagnostic des AAA [49, 125]. Dans une étude clinique réalisée  avec une cohorte de 39 patients dont 

24 patients sains, 12 patients présentant un AAA peu avancé (dit asymptomatique) et 3 patients 

présentant un AAA très avancé (dit symptomatique), le signal apporté par le 18F-FDG dans la paroi 

des anévrismes est 2,5 fois plus élevé que le signal mesuré dans la paroi de l’aorte abdominale de 
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patients sains, auxquels on a injecté le même produit [48]. Dans notre étude, sur des anévrismes 

correspondant à un état symptomatique, nous mesurons une augmentation de signal plus 

importante, avec un ratio de 3,5 comparé au signal obtenu sur une aorte saine. 

La Figure19 ci-dessous présente l’imagerie moléculaire de l’AAA chez le rat obtenue en TEMP 

couplée à de la tomodensitométrie (TDM) avec les microparticules radiomarquées au 99mTc que nous 

avons développées (Figure 19 A), en TEMP avec le fucoïdane libre radiomarqué au 99mTc (Figure 19 B) 

et en TEP avec 18F-FDG (Figure 19C). La comparaison des images confirme notre analyse à savoir que 

la prise de contraste obtenue avec les 99mTc-MP-Fucoïdane est intense et couvre tout l’AAA, celle 

obtenue avec le 99mTc-Fucoïdane est aussi intense mais limitée au thrombus intraluminal (ILT) et celle 

obtenue avec le 18F-FDG couvre tout l’anévrisme, à l’instar du signal apporté par nos microparticules, 

mais avec un rehaussement plus faible. 

 

 

Figure 19. Plans coronaux des acquisitions en scintigraphie obtenues avec 3 méthodes d’imagerie 
moléculaire de l’AAA chez le rat. A. Image TEMP/TDM d’un rat présentant un AAA (induit par 
perfusion d’élastase) après injection de 99mTc-MP-Fucoïdane. B. Image TEMP d’un rat présentant un 
AAA (induit par perfusion d’élastase) après injection de 99mTc-Fucoïdane [72]. C. Image TEP d’un rat 
présentant un AAA (induit par xénogreffe de l’aorte abdominal décellularisée d’un cochon d’inde 
[126]) après injection de 18F-FDG [127]. 

 

Notre système apporte donc un signal équivalent à celui d’une méthode d’ores et déjà utilisée en 

clinique, en ce qui concerne la détection d’AAA à un stade avancée. Mais l’utilité clinique d’un tel 

outil d’imagerie ne se limite pas à ce diagnostic tardif. En effet, apporter une caractérisation 

moléculaire de la paroi pathologique doit permettre plus qu’une simple détection de la maladie, cela 

doit également permettre de mesurer le degré d’inflammation afin de prévoir les risques 

d’évolution de la pathologie. 

La littérature sur la capacité du 18F-FDG à remplir cette mission de prévision des risques de rupture 

de l’AAA n’est pas unanime. Des études cliniques expliquent que ce radiotraceur qui révèle l’activité 
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métabolique des cellules serait capable de prédire l’évolution et le risque de rupture des anévrismes 

de l’aorte abdominale (AAA) [48, 79, 128]. Toutefois, la corrélation entre cellules à forte activité 

métabolique détectée dans la paroi artérielle et évolution de l’AAA est discutée. Une étude clinique 

explique même qu’une relation inverse a été observée : sur une cohorte de 25 patients présentant 

un AAA, le lien entre le rehaussement mesuré en TEP après injection de 18F-FDG et la croissance de 

l’AAA sur 1 an mesurée par échographie a été corrélé négativement [129]. 

Pour cette raison, le défi de l’imagerie moléculaire reste non résolu en ce qui concerne la prédiction 

d’évolution des AAA et d’autres outils de diagnostic permettant d’identifier l’expression 

pathologique d’autres molécules de la paroi des AAA sont nécessaires. Bien que la méthode 18F-FDG 

couplée à l’imagerie TEP ait permis d’améliorer le diagnostic des AAA, mais également celui de 

nombreuses tumeurs et autres maladies liées à une activité inflammatoire conséquente, il semble 

que les cellules à forte activité métabolique ne constituent pas la cible idéale pour l’imagerie 

moléculaire de l’AAA. La recherche médicale dans ce domaine a donc pour objectif de mettre au 

point un outil de prévision plus fiable et les 99mTc-MP-Fucoïdane ont, pour le moment, tous les atouts 

nécessaires pour répondre à ce besoin. En effet, leurs capacités de détection des anévrismes à un 

stade avancé semblent aussi bonnes, voire meilleures. Il reste maintenant à étudier la capacité de 

notre outil d’imagerie moléculaire de la P-Sélectine à prédire l’évolution de cette maladie. 

Les connaissances dans les mécanismes biologiques impliqués dans la formation, la progression puis 

la rupture des anévrismes ne sont pas encore suffisamment précises pour établir une corrélation 

claire entre l’expression de la P-Sélectine et l’évolution de cette pathologie. Toutefois, on sait que 

cette molécule clé est impliquée, via son interaction avec la P-Sélectine Glycoprotéine Ligand-1 

(PSGL-1) : 

- Dans le recrutement des cellules immunitaires lors du processus inflammatoire lié à la 

progression des AAA. Il a été démontré qu’un knockout de la P-Sélectine inhibe la formation 

d’AAA suite à une perfusion d’élastase dans l’aorte abdominale chez la souris [124]. 

 
- Dans la thrombogénèse artérielle en induisant la formation d’agrégats leucocytes-plaquettes 

et en favorisant la coagulation [130, 131]. Il a été démontré qu’un knockout de la P-Sélectine 

inhibe la formation de thrombose induite par chlorure de fer chez la souris [132]. 

La littérature fournit donc des éléments qui tendent à relier l’expression de la P-Sélectine avec 

l’évolution des anévrismes et des thrombi intra-anévrismaux. Ce lien semble plus spécifiquement lié 

au processus inflammatoire que l’on cherche à identifier que ne l’est la consommation du glucose 

détectée par le 18F-FDG. Le choix de la P-Sélectine comme cible d’imagerie moléculaire semble donc 

être une stratégie prometteuse quant à la réalisation d’un outil permettant de prédire l’évolution des 

anévrismes. Toutefois, cette théorie demande à être confirmée et une partie des futurs travaux qui 

s’inscriront dans la suite de mon projet de thèse consistera à tester la capacité des 99mTc-MP-

Fucoïdane à prédire la croissance et le risque de rupture des AAA. 

 

Risque de toxicité induit par un tel outil d’imagerie moléculaire : 

La première étude de ce projet de thèse a donc permis de démontrer l’efficacité et le fort potentiel 

clinique des microparticules polysaccharides radiomarquées. 



108  DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Mais avant d’administrer cet outil d’imagerie moléculaire chez l’homme, il ne suffit pas de valider son 

efficacité, il faut également évaluer les risques de toxicité. L’institution ICH (International 

Conference on Harmonisation) qui a pour mission d’harmoniser les différentes réglementations 

propres aux autorités d’Europe, du Japon et des Etats-Unis concernant la mise sur le marché des 

produits pharmaceutiques préconise ainsi un certain nombre de tests de toxicité à effectuer en 

préclinique avant de passer aux essais cliniques chez l’homme [133]. 

Croyant fermement à leur potentiel clinique, nous avons décidé d’entamer les études de toxicité 

induite par les 99mTc-MP-Fucoïdane. 

Dans un premier temps, nous avons testé l’éventuel hémotoxicité induite par les microparticules ; 

c'est-à-dire la toxicité vis-à-vis des globules rouges. Pour cela, nous avons simplement étudié in vitro 

la viabilité des globules rouges après 1h d’incubation en présence de suspensions de microparticules, 

en se plaçant dans des concentrations reproduisant les conditions que nous avons testé in vivo chez 

le rat. Nous avons observé que les suspensions de microparticules fonctionnalisées ou non 

fonctionnalisées induisent une hémotoxicité minime, comparable à la faible hémotoxicité provoquée 

par l’incubation avec du sérum physiologique. Ces premières données très positives concernant la 

toxicité de l’outil d’imagerie développé sont présentées dans la partie résultat du premier projet de 

cette thèse. 

Afin d’étudier plus précisément le temps de circulation des microparticules après injection dans la 

circulation sanguine, nous avons mesuré les cinétiques sanguine et plasmatique des microparticules. 

Pour cela nous avons injecté les 99mTc-MP-Fucoïdane dans les mêmes conditions que pour les 

expériences in vivo du premier projet (200 µL de suspensions à 5% (w/w) correspondant à une 

activité d’environ 37 MBq) et nous avons mesuré la radioactivité dans le sang et le plasma à 

différents temps post-injection afin d’évaluer la quantité de microparticules encore circulant à ces 

différents temps (Figure 20 A et 20 B). 

Nous avons également étudié la biodistribution des microparticules dans les différents organes 

après injection chez des rats sains (toujours dans les mêmes conditions). Nous avons pour cela 

sacrifié les rats à 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures après injection et nous avons mesuré la 

radioactivité retrouvée dans les différents tissus de l’organisme, puis remonté au pourcentage de 

radioactivité par organe (Figure 20 C).  
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Figure 20 : Etudes pharmacocinétiques des 99mTc-MP-Fucoïdane. Cinétique sanguine (A) et 

plasmatique (B) chez des animaux sains et présentant un AAA. C. Biodistribution des 99mTc-MP-

Fucoïdane à 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures après injection. 

 

Les cinétiques révèlent une élimination très rapide des compartiments sanguins et plasmatiques chez 

les rats sains et les rats AAA. L’élimination semble légèrement plus rapide pour les rats malades que 

pour les rats sains. En étudiant la biodistribution en comprend que les 99mTc-MP-Fucoïdane sont 

rapidement assimilées par les organes de clairance (foie, reins, rate) puis éliminées par voie urinaire. 

De plus, la quantité piégée dans les poumons semble diminuer avec le temps, ce qui suggère que les 

microparticules n’obstruent pas les capillaires écartant ainsi le risque d’embolie pulmonaire. 

Nous avons également engagé une collaboration avec l’Institut de Radioprotection et de Sûreté 

Nucléaire (IRSN) afin d’évaluer la radiotoxicité induite par nos microparticules radiomarquées. A 
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partir des données de biodistribution à différents temps post-injection, le Laboratoire d’Evaluation 

de la Dose Interne avec lequel nous avons travaillé possède les compétences pour évaluer les risques 

engendrés par les radiations des microparticules radiomarquées au 99mTc. 

L’ensemble de ces résultats est prometteur quant à la toxicité et l’élimination rapide par les organes 

de clairance des 99mTc-MP-Fucoïdanes et fera l’objet d’une publication dont je serai le second auteur 

et Aurélie Desbrée, chercheur au laboratoire d’évaluation de la dose interne, sera le premier auteur. 

 

Outil d’IRM 

Le second projet de cette thèse a permis de valider l’utilisation des microparticules polysaccharides 

comme outil d’imagerie moléculaire pour une autre modalité d’imagerie, l’IRM, qui est à l’heure 

actuelle couramment employée par les médecins pour le diagnostic des pathologies artérielles. 

Les microparticules fonctionnalisées avec des chaînes de fucoïdane et chargées en oxyde de fer 

(MPIO-Fucoïdane) ont apporté une nette prise de contraste dans certaines zones de la paroi 

anévrismale, après injection dans la circulation sanguine de rats présentant un modèle d’AAA. La 

sensibilité de détection n’est toutefois pas aussi bonne qu’avec les microparticules radiomarquées en 

TEMP. Les MPIO-Fucoïdane n’apportent en effet qu’un signal limité à certaines zones présentant une 

forte activité inflammatoire tandis que les 99mTc-MP-Fucoïdane apportent en TEMP un signal 

couvrant plus largement l’anévrisme. Cette différence n’est pas surprenante compte tenu du fait que 

la TEMP permet une sensibilité de détection plus fine des agents de contraste que l’IRM. 

L’étude histologique des anévrismes après imagerie a démontré que les microparticules 

fonctionnalisées diffusent dans la paroi artérielle dégradée et s’accumulent dans les zones où la P-

Sélectine est exprimée. Mais pour obtenir un rehaussement de signal en IRM suffisamment clair pour 

être interprété, il faut une accumulation de MPIO-Fucoïdane suffisamment dense. Par conséquent, 

ce 2nd outil d’imagerie moléculaire ne permet de révéler clairement la P-Sélectine que dans les zones 

où son expression est particulièrement abondante. 

Toutefois, même si les MPIO-Fucoïdane développées n’auront certainement pas un grand intérêt 

pour détecter les anévrismes peu actifs où la P-Selectine n’est alors que peu présente, ils peuvent 

s’avérer utiles pour évaluer les risques d’évolution et de rupture des AAA actifs. En effet, la 

littérature concernant les différents effets biologiques liés aux risques de rupture des AAA atteste 

que les zones de haute activité inflammatoire dans la paroi anévrismale sont plus prédisposées à la 

rupture [134, 135]. Ainsi, un outil d’imagerie capable de révéler en IRM ces zones à forte activité 

biologique permettrait de mieux prédire le risque de rupture des anévrismes et donc d’en améliorer 

la prise en charge. 

Des agents de contraste permettant d’identifier en IRM ces zones de haute activité inflammatoire 

sont d’ores et déjà validés cliniquement pour une aide au diagnostic des AAA. Ainsi, un essai clinique 

à démontré la faisabilité d’une telle méthode en injectant les mêmes USPIO Sinerem
®

 de la 

compagnie Guerbet que nous avons incorporés dans nos microparticules [39]. Ces nanoparticules de 

fer recouvertes de chaînes de dextrane sont spontanément captées par les macrophages après 

injection dans le sang et se retrouvent ainsi dans les zones d’accumulation de macrophages qui 

correspondent aux zones de haute activité inflammatoire dans la paroi anévrismale. Cette méthode 
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apporte donc une prise de contraste au niveau de la paroi anévrismale qui est d’une part suffisante 

pour avoir un intérêt clinique et d’autre part comparable à la prise de contraste apportée par les 

MPIO-Fucoïdane que nous développées. De plus, pour obtenir une prise de contraste avec les USPIO 

non fonctionnalisées, il faut attendre 36 heures après l’injection pour avoir une accumulation 

suffisante tandis qu’avec nos microparticules fonctionnalisées avec du fucoïdane, la prise de 

contraste est distinctive dès 20 minutes après l’injection, ce qui facilitera grandement son utilisation 

en clinique. 

Finalement, même si le rehaussement de signal n’est pas aussi intense qu’avec les 99mTc-MP-

Fucoïdane, les MPIO-Fucoïdane pourraient tout de même avoir un intérêt clinique comme outil 

d’imagerie moléculaire de l’AAA et potentiellement des autres pathologies artérielles caractérisées 

par une forte expression de la P-Sélectine. Par ailleurs, l’IRM étant une modalité d’imagerie médicale 

plus largement disponible dans les hôpitaux et présentant moins de risque pour le patient que les 

méthodes de scintigraphie et de tomodensitométrie, le développement d’un outil d’imagerie 

moléculaire pour l’IRM aura toujours une grande utilité. Il faut toutefois garder à l’esprit que les 

MPIO-Fucoïdane développées dans ce projet de thèse présentent un diamètre maximal de 10 µm, ce 

qui entraîne un risque potentiel d’occlusion vasculaire et de fait limite son utilisation en clinique. Par 

conséquent, pour les futurs travaux concernant l’utilisation de ces microparticules comme outil 

d’imagerie moléculaire, la première étape devra s’attacher à trouver un moyen de réduire leur taille. 

 

Outil d’échographie 

Nous avons également travaillé sur l’incorporation d‘un 3ème type d’agent de contraste dans nos 

microparticules fonctionnalisées afin de développer un outil d’imagerie moléculaire pour 

l’échographie. 

Pour cela nous avons mis au point un procédé permettant d’encapsuler du perfluorooctyl bromide 

(PFOB) liquide à l’intérieur des microparticules polysaccharides (Figure 21 A). Le PFOB est incorporé 

dans la phase aqueuse du procédé d’émulsion-réticulation à laquelle nous avons ajouté du Tween 80 

(10 % (v/v)) afin de permettre l’émulsion du PFOB dans la phase aqueuse. On reproduit ensuite les 

même étapes afin d’émulsionner la phase aqueuse contenant elle même une émulsion de PFOB. 

Nous avons mesuré in vitro la capacité des microparticules chargées en PFOB à être détectée en 

échographie (Figure 21 B). Le signal échogène mesuré, grâce à un dispositif d’échographie in vitro en 

flux, est significativement plus important lorsque les microparticules sont chargées en PFOB que 

lorsqu’elles ne contiennent pas d’agent de contraste. 
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Figure 21. A. Schéma du procédé de fabrication des microparticules incorporant du PFOB liquide. B. 
Etude d’échographie in vitro des microparticules fonctionnalisées ou non avec du fucoïdane, 
incorporant ou non du PFOB. 

 

Un tel outil d’imagerie moléculaire aurait un intérêt clinique considérable compte tenu du faible coût 

et de la très large disponibilité de l’échographie dans les hôpitaux. De plus, l’échographie doppler 

étant d’ores et déjà la méthode la plus couramment utilisée pour le dépistage des AAA, la mise en 

place d’un dépistage en imagerie moléculaire avec cette modalité serait d’autant plus simple. 

Ces résultats préliminaires encourageants ont donné naissance au projet « Microsound » qui a 

obtenu un financement de l’Agence National de la Recherche (ANR). Le développement de ce 3ème 

outil de diagnostic sera poursuivi dans le cadre de ce projet. 

 

Au cours de cette thèse, nous avons ainsi développé une méthode permettant la fabrication de 

microparticules outils d’imagerie moléculaire multi-modalités. Nous avons validé l’efficacité de cet 

outil en préclinique sur des modèle in vivo de pathologies artérielles sur 2 modalités (la TEMP et 

l’IRM) et in vitro en échographie. Le fort potentiel clinique que laisse présager l’ensemble de ces 

résultats, ont encouragé l’Inserm à déposé un brevet pour protéger les procédés de fabrication de 

ces 3 types de microparticules (99mTc-MP-Fucoïdane, MPIO-Fucoïdane et MP-PFOB-Fucoïdane). Ce 

brevet, qui figure en annexe de ce manuscrit et dont je suis co-auteur, a été déposé dans un premier 
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temps auprès de l’INPI en Février 2012 sous le titre français « Billes de polysaccharide réticulé 

comprenant un agent d’imagerie » et publié depuis Août 2013 (WO2013124444). Un an plus tard, il a 

fait l’objet d’une extension PCT sous le titre anglais « Crosslinked polysaccharide beads comprising an 

imaging agent ».  

 

Ces microparticules ont donc un avenir prometteur en tant qu’outil diagnostic, nous allons 

maintenant expliquer en quoi elles ont également un fort potentiel comme outil thérapeutique. 

 

Outil thérapeutique 

Après injection dans la circulation sanguine de rats présentant des AAA induits par élastase, les 99mTc-

MP-Fucoïdane, aussi bien que les MPIO-Fucoïdane, sont retrouvées en histologie au sein de la paroi 

artérielle dégradée des AAA. 

Nous avons dans un premier temps cherché à expliquer cette localisation singulière et nous pensons 

que nos microparticules polysaccharides adoptent un comportement in vivo proche de celui des 

leucocytes. En effet, le fucoïdane présente des groupes sulfatés qui constituent des fonctions 

homologues au site d’accroche du ligand naturel des leucocytes (la PSGL-1) [110, 121]. Ainsi, 

fonctionnaliser les microparticules avec du fucoïdane leur confère des propriétés de ciblage proches 

de celles que l’on observe chez les leucocytes lors de processus inflammatoires [15]. Dans le 2nd 

projet, nous avons observé que les microparticules fonctionnalisées avançaient lentement le long 

d’un endothélium activé. Nous pensons que ce lent mouvement est apparenté au phénomène de 

roulement qui caractérise l’adhésion des leucocytes sur les cellules endothéliales activées [136]. Au 

final, nous pensons avoir développé une technologie qui mime les leucocytes avec l’adhésion à la 

paroi artérielle enflammée en se liant à la P-Sélectine, le roulement le long de la paroi endothéliale 

activée puis la transmigration dans la paroi artérielle [137]. Cela expliquerait comment les 

microparticules diffusent dans la paroi anévrismale. 

Nous avons donc développé une technologie capable de cibler l’anévrisme puis de diffuser dans sa 

paroi dégradée en suivant un comportement analogue à celui des leucocytes. Or, comme nous 

l’avons expliqué dans la partie bibliographie, cette dégradation pathologique de la paroi dans les 

anévrismes est due à une activité protéolytique intense induite par plusieurs types de leucocytes qui 

ont migré dans la paroi suite à un recrutement déclenché par le processus inflammatoire [123, 138]. 

Avec nos microparticules qui imitent le ciblage des leucocytes, nous avons donc développé un 

système capable de cibler le cœur de l’activité protéolytique responsable de l’évolution de la 

pathologie. Ce ciblage sera d’autant plus adapté qu’il sera directement lié au degré d’inflammation et 

donc à l’état d’avancement de la pathologie. Notre technologie constitue donc un moyen idéal pour 

la vectorisation d’une molécule thérapeutique au sein des anévrismes. 

Les travaux de recherche sur les microparticules développées dans cette thèse seront donc 

également poursuivis dans l’axe thérapeutique. Plus précisément, en ce qui concerne les anévrismes 

de l’aorte abdominale, je propose de combiner les microparticules fonctionnalisées avec un ou 

plusieurs inhibiteurs d’enzymes décrits dans la littérature comme ayant une action thérapeutique 

pour cette pathologie. Ces molécules auraient pour effet de limiter l’activité protéolytique 

responsable de la dégradation de la média dans la paroi anévrismale et permettraient donc d’inhiber 
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la progression de la pathologie [139, 140]. Certaines de ces molécules induiraient même une 

reconstruction de la matrice extracellulaire et permettraient ainsi de réduire la taille des anévrismes 

[141]. 

Pour une telle future application, l’utilisation d’un agent de contraste permettrait alors de suivre le 

devenir des microparticules in vivo dans la paroi de l’anévrisme tout en évaluant l’effet 

thérapeutique. Je pense notamment que les MPIO-Fucoïdane développées pendant cette thèse 

apporteraient, avec un suivi IRM, tous les moyens nécessaires pour bien observer l’accumulation 

d’un tel outil tout en mesurant l’évolution du diamètre des AAA. 

Le choix d’un support polysaccharide pour la conception d’un tel outil thérapeutique s’avère alors 

judicieux. En effet, de précédents travaux du laboratoire ont démontré que lors d’une implantation 

sur un cœur ayant subi une ischémie, des pastilles poreuses de pullulane/dextrane sont 

biodégradées en un mois [109]. Nos microparticules constituées d’un hydrogel similaire (même 

composition en polysaccharide à l’exception du fucoïdane et même taux de réticulation) ont donc de 

fortes chances de se dégrader de la même façon lorsqu’elles se retrouveront au milieu d’un tissu 

présentant une importante activité inflammatoire, comme c’est le cas lorsqu’elles s’accumulent dans 

la paroi des AAA. Il est important de mentionner que cette dégradation se ferait en grande partie par 

une coupure des molécules de polysaccharides en oligosaccharides, voire meme en unités 

constitutives de glucose, avec un risque limité de toxicité locale. Cette biodégradabilité des 

microparticules pourraient probablement être exploitée comme un moyen de libération contrôlée de 

molécules thérapeutiques au sein de la paroi anévrismale.  
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CONCLUSION GENERALE 

 

Les maladies cardiovasculaires, notamment les pathologies des artères, demeurent encore 

aujourd’hui un problème majeur de santé publique. Malgré les progrès en imagerie médicale, le 

diagnostic de ces maladies reste encore trop peu efficace et actuellement, nous manquons de 

méthodes non invasives permettant l’identification et la caractérisation des différentes pathologies 

artérielles. La stratégie de l’imagerie moléculaire qui propose de développer des agents de contraste 

capables de révéler spécifiquement les molécules exprimées par les parois artérielles lésées, semble 

être sur la bonne voie pour répondre à ce problème clinique. 

L’objectif de ce projet de thèse était de mettre au point un tel outil d’imagerie moléculaire à partir 

d’un support de type microparticule polysaccharide combiné à un agent ciblant les pathologies 

artérielles et à des agents de contraste permettant une détection en tomodensitométrie par 

émission monophotonique (TEMP) ou en imagerie par résonance magnétique (IRM). 

Nous avons dans un premier temps développé un procédé d’obtention de microparticules 

polysaccharides fonctionnalisées avec du fucoïdane et pouvant être soit radiomarquées 

extemporanément au technétium 99m (99mTc) soit chargées en nanoparticules superparmagnétiques 

d’oxyde de fer (USPIO). Nous avons ainsi obtenu 2 types de microparticules : les 99mTc-MP-Fucoïdane 

et les MPIO-Fucoïdane qui constituent des outils de diagnostic pour l’imagerie TEMP et pour l’IRM 

respectivement. Nous avons ensuite démontré leur efficacité comme outil d’imagerie moléculaire de 

la P-Sélectine. Les microparticules développées apportent une nette prise de contraste en imagerie 

TEMP ou en IRM au niveau des zones de la paroi anévrismale caractérisées par une haute activité 

inflammatoire sur des modèles d’AAA chez le rat. Nous avons enfin étudié précisément leurs 

propriétés de ciblage et nous avons observé que les microparticules fonctionnalisées avec du 

fucoïdane sont capables, après adhésion à la P-Sélectine, de rouler le long d’un endothélium activé et 

de migrer au sein d’une paroi anévrismale dégradée. 

Les travaux réalisés au cours de ma thèse ont donc permis la mise au point d’un outil d’imagerie 

moléculaire prometteur pouvant être combiné à plusieurs agents de contraste. Cette technologie 

innovante a apporté des résultats prometteurs chez le petit animal et présente un fort potentiel 

clinique, surtout dans le cas où elle est combinée avec du 99mTc pour être utilisée en TEMP. Les 

microparticules développées constituent également un support idéal de thérapie moléculaire, 

notamment dans le cas où elles sont combinées avec un agent de contraste IRM. 

Enfin, mes travaux de thèse et les résultats qu’ils ont générés ont été valorisés par un dépôt de 

brevet par l’Inserm portant sur l’utilisation des microparticules polysaccharides fonctionnalisées avec 

du fucoïdane et incorporant divers agents d’imagerie pour le diagnostic moléculaire des pathologies 

artérielles. 
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ANNEXE : BREVET 

 

Crosslinked polysaccharide beads comprising an imaging agent  

 

FIELD OF THE INVENTION  

The present invention relates to a method for preparing beads comprising imaging agent. 

The present invention further provides beads highly useful for medical imaging. 

 

BACKGROUND OF THE INVENTION 

Medical imaging is a widely used technique allowing the visualization of the organs and the 

cells within a human body. For several critical conditions medical imaging became a key factor in the 

diagnosis of said conditions and the management of the appropriate therapies.  

New strategies for carrying out such imaging are currently under investigation, especially as 

for the development of new imaging molecules. Proper choice of an imaging molecule constitutes 

the key for providing an accurate image.  

Imaging molecules need to provide very target-specific binding and sufficient stability in the 

circulation to allow strong and selective accumulation. They need to be non-toxic and sensitively 

detectable. Highly controlled physical characteristics should help obtain more uniform kinetic 

behavior and contribute to the implementation of quantitative detection techniques.  

Because of problems inherent with the use of many presently available imaging molecules, 

there is an unfulfilled need for new agents adaptable for clinical use.  

There is indeed a need for imaging molecules which alleviates concerns with known imaging 

molecules and allows high contrast images to be achieved, with low toxicity. It would also be 

desirable to provide molecules for use in medical imaging that provide specific biodistribution 

(permitting a variety of organs to be targeted), have a size sufficiently small to permit free circulation 

through a subject's vascular system or by blood perfusion, while being ultimately metabolized and/or 
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excreted by the subject. There is also a need for drug delivery materials that allow drugs or other 

therapeutic agents to be delivered to tissues or portions of the body in an effective manner. There is 

also a need for agents that allow drugs or other therapeutic agents to be introduced into cells of the 

body. 

 

SUMMARY OF THE INVENTION 

The inventors fill the foregoing need by new molecules and strategies for carrying out an 

imaging method. The inventors indeed developed beads, useful for several well known imaging 

techniques such as MRI, ultrasound and scintigraphy. More specifically, the inventors developed a 

method for preparing beads comprising an imaging agent. Said method is advantageous since it may 

easily be adapted for providing a very specific type of beads, depending on its purpose and adapted 

to a given imaging technique. In addition, the inventors developed a method for obtaining a new kind 

of entity for imaging, which are polysaccharide beads comprising an imaging agent and which may be 

specific to selectins thanks to the presence of fucoidan. The inventors therefore met the burden to 

create a new class of entities useful for imaging techniques. In addition, they further developed a 

new class of molecules able to target a specific tissue while imaging. 

In a first object, the invention relates to a method for preparing beads comprising an imaging 

agent comprising the following steps : 

i) preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of at least one 

polysaccharide, an amount of an imaging agent and an amount of a cross linking agent ; 

ii) dispersing said alkaline aqueous solution into an hydrophobic phase comprising a 

surfactant in order to obtain w/o emulsion ; and 

iii) transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide; 

wherein, 

said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, agar, alginic 

acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof. 
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In one embodiment, said polysaccharide is fucoidan. In another embodiment, said 

polysaccharide is pullulan. 

In another embodiment, the method of the invention comprises a further step iv) of 

incubating the beads obtained in step iii) with a solution of fucoidan to graft fucoidan on the surface 

of the beads. 

In a second aspect, the invention provides a method for preparing beads comprising 

radioactive imaging compounds comprising the following steps : 

a) preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of fucoidan, an amount of at 

least one polysaccharide and an amount of a cross linking agent ; 

b) dispersing said alkaline aqueous solution into an hydrophobic phase comprising a 

surfactant in order to obtain w/o emulsion ;  

c) transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide; and 

d) putting the obtained beads in contact with radioactive imaging compounds chosen in the 

group consisting of carbon-11 (11C), nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), , 

gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), indium-111 (111In), rhenium-186 (186Re), thallium-201 

(201Tl), terbium and mixtures thereof: 

wherein,  

said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, agar, alginic 

acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof. 

In one embodiment, said polysaccharide is fucoidan. In another embodiment, said 

polysaccharide is pullulan. 

In another embodiment, the method of the invention comprises a step c') after step c) and 

before step d) of incubating the beads obtained in step c) with a solution of fucoidan to graft 

fucoidan on the surface of the beads. 

In a third aspect, the invention relates to a bead comprising an imaging agent obtainable by 

any of the methods of the invention.  
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In a fourth aspect, the invention relates to the use of the bead obtainable by any of the 

methods of the invention as a contrast agent.  

  

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION 

Definition 

As used herein, the term "polysaccharide” refers to a molecule comprising two or more 

monosaccharide units. 

As used herein, the term “alkaline solution” refers to a solution having a pH strictly superior 

to 7. 

As used herein, the term “aqueous solution” refers to a solution in which the solvent is 

water. 

As used herein, the term “cross-linking” refers to the linking of one polysaccharide chain to 

another one with covalent bonds. 

As used herein, the term "cross-linking agent" encompasses any agent able to introduce 

cross-links between the chains of the polysaccharides of the invention. 

As used herein, the term “beads" is used in an interchangeable manner and refer to 

polysaccharide composition obtainable according to any of the methods of the invention and having 

a substantially spherical or ovoid shape. 

As used herein, the expression "beads of the invention", "imaging entities" or "contrasting 

agent" are used interchangeably refer to the beads obtained by the methods of the invention, i.e. 

beads comprising an imaging agent.  

As used herein, the term “nanobeads” encompasses bead shaving a size of at least 1 nm and 

inferior to 1000 nm, the term “microbeads” encompasses beads having a size of at least 1 µm and 

inferior to 1000 µm, the term “macrobeads” encompasses beads having a size of at least to 1 mm. 

As used herein, the term "biodegradable" refers to materials that degrade in vivo to non-

toxic compounds, which can be excreted or further metabolized. 
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As used herein, the term “freeze-drying” refers to the drying of a deep-frozen material under 

high vacuum by freezing out the solvent (ie. water) and then evaporating it in the frozen state. 

As used herein, the term "surfactant" refers to a compound that lowers the surface tension 

of water. 

As used herein, the terms “non-aqueous phase”, “lipophilic phase”, “hydrophobic phase”, 

and “oily phase” may be used in an interchangeable manner.  

As used herein, “w/o emulsion” or "water-in-oil emulsion”, refers to the dispersion of an 

aqueous phase into a lipophilic phase. The term “w/o emulsion” encompasses stable and non-stable 

emulsion.  

As used herein, the term “imaging agent” refers to a molecule that can be used to detect 

specific biological elements using imaging techniques.  

Therefore, the term encompasses molecules detectable by well known imaging techniques such as 

planar scintigraphy (PS), Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT), Positron Emission 

Tomography (PET), contrast-enhanced ultrasonography (CEUS), Magnetic Resonance Imaging (MRI), 

fluorescence spectroscopy, Computed Tomography, ultrasonography, X-ray radiography, or any 

combination thereof.  

In the context of the invention, said term encompasses:  

A) MRI imaging compounds selected in the group consisting of ultrasmall uperparamagnetic 

iron oxide particles (USPIOs), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), dysprosium III (Dy3+), 

iron III (Fe3+), manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+), and mixtures thereof; 

B) radioactive imaging compounds selected in the group consisting of carbon-11 (11C), 

nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), 

technetium-99m (99mTc), indium-111 (111In), iodine-131 (131I), rhenium-186 (186Re), and 

thallium-201 (201Tl), terbium and mixtures thereof; 

C) contrast-enhanced ultrasonography imaging compounds such as perfluoroctyl bromide 

(PFOB);  

D) fluorescence imaging compounds selected in the group consisting of quantum dots (i.e., 

fluorescent inorganic semiconductor nanocrystals) and fluorescent dyes such as Texas red, 
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fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), rhodamine, fluorescein, carbocyanine, 

Cy-3TM and Cy-5TM (i.e., 3- and 5-N,N’-diethyltetra-methylindodicarbocyanine, respectively), 

Cy5.5, Cy7, DY-630, DY-635, DY-680, and Atto 565 dyes, merocyanine, styryl dye, oxonol dye, 

BODIPY dye (i.e., boron dipyrromethene difluoride fluorophore), terbium, and 

E) mixtures thereof.  

As used herein, the expression "beads comprising fucoidan" refers to beads comprising 

fucoidan obtainable according to the methods of the invention.  

In one embodiment, said beads are obtained directly by the methods of the invention because of the 

presence of fucoidan in the alkaline aqueous solution of step i) or a). In this particular embodiment, 

the fucoidan is thus in the very structure of the bead. Its presence can be found within the bead as 

well as on the surface of said beads. 

In an alternative embodiment, said beads are obtained by incubating the beads of the invention with 

a solution of fucoidan to graft fucoidan on the surface of the beads. In this particular embodiment, 

the fucoidan is thus on the surface of the beads. 

The term "fucoidan" or “fucoidan moiety” refers to any fucoidan entity exhibiting high 

affinity, specificity and/or selectivity for selectins. As used herein, the term “selectin” has its art 

understood meaning and refers to any member of the family of carbohydrate-binding, calcium-

dependent cell adhesion molecules that are constitutively or inductively present on the surface of 

leukocytes, endothelial cells or platelets. The term “E-selectin”, as used herein, has its art understood 

meaning and refers to the cell adhesion molecule also known as SELE, CD62E, ELAM, ELAM1, ESEL, or 

LECAM2 (Genbank Accession Numbers for human E-selectin: NM_000450 (mRNA) and NP_000441 

(protein)). As used herein, the term “L-selectin” has its art understood meaning and refers to the cell 

adhesion molecule also known as SELL, CD62L, LAM-1, LAM1, LECAM1, LNHR, LSEL, LYAM1, Leu-8, 

Lyam-1, PLNHR, TQ1, or hLHRc (Genbank Accession Numbers for human L-selectin: NM_000655 

(mRNA) and NP_000646 (protein)). The term “P-selectin”, as used herein, has its art understood 

meaning and refers to the cell adhesion molecule also known as a SELP, CD62, CD62P, FLJ45155, 

GMP140, GRMP, PADGEM, or PSEL (Genbank Accession Numbers for human P-selectin: NM_003005 

(mRNA) and NP_002996 (protein)). 
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The terms “binding affinity” and “affinity” are used herein interchangeably and refer to the 

level of attraction between molecular entities. Affinities can be expressed quantitatively as a 

dissociation constant (Kd or KD), or its inverse, the association constant (Ka or KA).  

The terms “pathological condition associated with selectins”, “disease associated with 

selectins” and “disorder associated with selectins” are used herein interchangeably. They refer to 

any disease condition characterized by undesirable or abnormal selectin-mediated interactions. Such 

conditions include, for example, disease conditions associated with or resulting from the homing of 

leukocytes to sites of inflammation, the normal homing of lymphocytes to secondary lymph organs, 

the interaction of platelets with activated endothelium, platelet-platelet and platelet-leukocyte 

interactions in the blood vascular compartment, and the like. Examples of such disease conditions 

include, but are not limited to, tissue transplant rejection, platelet-mediated diseases 

(e.g., atherosclerosis and clotting), hyperactive coronary circulation, acute leukocyte-mediated lung 

injury (e.g., adult respiratory distress syndrome – ARDS), Crohn’s disease, inflammatory diseases 

(e.g., inflammatory bowel disease), autoimmune diseases (e.g., multiple sclerosis, myasthenia 

gravis), infection, cancer (including metastasis), thrombosis, wounds and wound-associated sepsis, 

burns, spinal cord damage, digestive tract mucous membrane disorders (e.g., gastritis, ulcers), 

osteoporosis, rheumatoid arthritis, osteoarthritis, asthma, allergy, psoriasis, septic shock, stroke, 

nephritis, atopic dermatitis, frostbite injury, adult dysponoea syndrome, ulcerative colitis, systemic 

lupus erythrematosis, diabetes and reperfusion injury following ischemic episodes. 

As used herein, the term “subject” refers to a human or another mammal (e.g., mouse, rat, 

rabbit, hamster, dog, cat, cattle, swine, sheep, horse or primate). In many embodiments, the subject 

is a human being. In such embodiments, the subject is often referred to as an “individual” or to a 

“patient” if the subject is afflicted with a disease or clinical condition. The terms “subject”, 

“individual” and “patient” do not denote a particular age, and thus encompass adults, children and 

newborns.  

The term “effective amount”, when used herein in reference to an imaging agent refers to 

any amount of said imaging agent which is sufficient to fulfill its intended purpose(s) (e.g., the 

purpose may be the detection and/or imaging of selectins present in a biological system or in a 

subject, and/or the diagnosis of a disease associated with selectins). 

The term “biological sample” is used herein in its broadest sense. A biological sample is 

generally obtained from a subject. A sample may be of any biological tissue or fluid that can produce 
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and/or contain selectins. Frequently, a sample will be a “clinical sample”, i.e., a sample derived from 

a patient. Such samples include, but are not limited to, bodily fluids which may or may not contain 

cells, e.g., blood, urine, saliva, cerebrospinal fluid (CSF), cynovial fluid, tissue or fine needle biopsy 

samples, and archival samples with known diagnosis, treatment and/or outcome history. Biological 

samples may also include sections of tissues such as frozen sections taken for histological purposes. 

The term “biological sample” also encompasses any material derived by processing a biological 

sample. Derived materials include, but are not limited to, cells (or their progeny) isolated from the 

sample, proteins or other molecules extracted from the sample. Processing of a biological sample 

may involve one or more of: filtration, distillation, extraction, concentration, inactivation of 

interfering components, addition of reagents, and the like. 

As used herein, the abbreviation "MPIO" refers to beads of the invention comprising at least 

one USPIO. 

Asu used herein, the abbreviation "MPIO-Fucoidan" refers to beads of the invention 

comprising at fucoidan and USPIO. 

As used herein, the abbreviation "MP-PFOB" refers to beads of the invention comprising at 

least one PFOB molecule. 

As used herein, the abbreviation "MP-PFOB-Fucoidan" refers to beads of the invention 

comprising fucoidan and PFOB. 

As used herein, the abbreviation "MP-99mTc" refers to beads of the invention comprising at 

least one 99mTechnetium molecule. The abbreviation "MP-99mTc-fucoidan" refers to microparticles of 

the invention comprising at least one fucoidan and 99mTechnetium. 

 

Method for preparing crosslinked beads comprising an imaging agent  

In a first object, the invention relates to a method for preparing beads comprising an imaging 

agent comprising the following steps : 

i) preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of at least one 

polysaccharide, an amount of at least one imaging agent and an amount of a cross linking 

agent ; 
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ii) dispersing said alkaline aqueous solution into an hydrophobic phase comprising a 

surfactant in order to obtain w/o emulsion ; and 

iii) transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide; 

wherein  

said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, agar, alginic 

acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof. 

 By encapsulating the imaging agent in the polysaccharide beads, the invention provides 

improved molecules useful for imaging techniques. Indeed, the beads of the invention may 

concentrate a large amount of imaging agents, which ultimately brings a much higher density of 

imaging agents at the site to be imaged, and therefore a much better contrast. In this embodiment, 

the imaging agent is encapsulated within the structure of the bead.  

 In a specific embodiment said polysaccharide is fucoidan. Step iii) therefore provide a bead 

comprising fucoidan and an imaging agent.  

 Alternatively, the method of the invention further comprises a step iv) of incubating the beads 

obtained in step iii) with a solution of fucoidan to graft fucoidan on the surface of the beads. In this 

embodiment, step iv) thus provides:  

 a polysaccharide bead comprising an imaging agent with fucoidan on its surface; or 

 a polysaccharide bead comprising imaging agent having fucoidan on its surface, wherein said 

polysaccharide is fucoidan. 

 In both of these embodiments, by coupling an imaging agent to a bead comprising fucoidan, 

the invention provides a new class of imaging entities which are useful in several medical imaging 

techniques such as MRI signal, in ultrasound or in scintigraphy and in which the imaging entities 

specifically target a given tissue, thanks to the selectivity of fucoidan toward selectins.  

Preferably, said at least one imaging agent is chosen among: 

 A) MRI imaging compounds selected in the group consisting of ultrasmall superparamagnetic 

iron oxide particles (USPIOs), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), dysprosium III (Dy3+), 

iron III (Fe3+), manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+), and mixtures thereof; 
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 B) radioactive imaging compounds selected in the group consisting of carbon-11 (11C), 

nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), , gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), 

technetium-99m (99mTc), indium-111 (111In), iodine-131 (131I), rhenium-186 (186Re), and 

thallium-201 (201Tl), terbium and their mixture thereof; 

 C) contrast-enhanced ultrasonography imaging compounds such as perfluoroctyl bromide 

(PFOB), acoustically active microbubbles and acoustically active liposomes;  

 D) fluorescence imaging compounds selected in the group consisting of quantum dots (i.e., 

fluorescent inorganic semiconductor nanocrystals), fluorescent dyes such as Texas red, 

fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), rhodamine, fluorescein, carbocyanine, 

Cy-3TM and Cy-5TM (i.e., 3- and 5-N,N’-diethyltetra-methylindodicarbocyanine, respectively), 

Cy5.5, Cy7, DY-630, DY-635, DY-680 and Atto 565 dyes, merocyanine, styryl dye, oxonol dye, 

BODIPY dye (i.e., boron dipyrromethene difluoride fluorophore), and mixtures thereof; 

 E) X-ray contrast compounds such as iodine; 

 F) mixtures thereof.  

 

In a second aspect, the invention relates to a method for preparing beads comprising 

radioactive imaging compounds comprising the following steps : 

a)preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of fucoidan, an amount of at 

least one polysaccharide and an amount of a cross linking agent ; 

b)dispersing said alkaline aqueous solution into an hydrophobic phase comprising a 

surfactant in order to obtain w/o emulsion ; and 

c)transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide, 

d)putting the obtained beads in contact with radioactive imaging compounds chosen in the 

group consisting of carbon-11 (11C), nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), , 

gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), indium-111 (111In), rhenium-186 (186Re), thallium-201 

(201Tl), terbium, and mixtures thereof, 

wherein  
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said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, agar, alginic 

acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof. 

In a specific embodiment, said polysaccharide is fucoidan. Step d) therefore provides a bead 

comprising fucoidan and at least one radioactive imaging. 

In an alternative embodiment, the method of the invention comprises a step c') after step c) 

and before step d) of incubating the beads obtained in step c) with a solution of fucoidan to graft 

fucoidan on the surface of the beads. In this embodiment, step d) provides a bead having fucoidan 

and at least one radioactive imaging compounds on its surface. In both of these embodiments, the 

bead of the invention comprises fucoidan and at least one radioactive imaging compound which 

allows the imaging entities of the invention to specifically target a given tissue, thanks to the 

selectivity of fucoidan toward selectins. 

Typically, the step of dispersing the alkaline aqueous solution into the hydrophobic phase 

comprising a surfactant is performed under mechanical stirring. Typically, such a dispersing step is 

performed during 10 min. Alternatively, the emulsification process can be performed using a high 

performance disperser, such as Polytron® Homogenizer. 

In a specific embodiment, the method of the invention further comprises the following steps:  

-v) or e) of submerging said polysaccharide beads into an aqueous solution; and 

-vi) or f) of washing said polysaccharide beads. 

Typically, the beads are washed in water or phosphate buffer saline (PBS). 

In another embodiment, the method of the invention further comprises a further step vii) or 

g) of calibrating the beads of the invention according to their size. Typically, the beads are calibrated 

according to their size using appropriate nylon filter. The skilled man is aware of the nylon filter 

adapted for the purpose of the invention. 

In still another embodiment, the method of the invention further comprises a further step 

viii) or h) of freeze-drying said beads. Freeze-drying may be performed with any apparatus known in 

the art. There are essentially three categories of freeze dryers: rotary evaporators, manifold freeze 

dryers, and tray freeze dryers. Such apparatus are well known in the art and are commercially 

available such as a freeze-dryer Lyovac (GT2, STERIS Rotary vane pump, BOC EDWARDS). Basically, 

the vacuum of the chamber is from 0.1 mBar to about 6.5 mBar. The freeze-drying is performed for a 
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sufficient time to remove at least 98.5 % of the water, preferably at least 99% of the water, more 

preferably at least 99.5%. Typically, the freeze drying step is performed for 24 hours.  

Preferably, the polysaccharide is a mixture of pullulan/dextran. Typically, the weight ratio of 

pullulan to dextran is 75:25 w/w.  

Preferably, the weight ratio of pullulan to fucoidan is comprised between about 9:1 to about 

9:2 w/w. 

Typically, the imaging agent is in a solution or a suspension form. Preferably, the weight ratio 

of polysaccharides to imaging agent is comprised between about 50:1 to about 2:1. Typically, said 

cross-linking agent is selected from the group consisting of trisodium trimetaphosphate (STMP), 

phosphorus oxychloride (POCl3), epichlorohydrin, formaldehydes, hydrosoluble carbodiimides, and 

glutaraldehydes. Preferably, for the purpose of the present invention, said cross-linking agent is 

STMP.  

Typically, the weight ratio of the polysaccharide to the cross linking agent is in the range from 

15:1 to 1:1, preferably 6:1. 

The skilled artisan is aware of the hydrophobic phases suitable for the purpose of the present 

invention. Non-limiting examples of hydrophobic phases are vegetal oils, such as canola oil, corn oil, 

cottonseed oil, safflower oil, soybean oil, extra virgin olive oil, sunflower oil, palm oil, MCT oil, and 

trioleic oil. Preferably, for the purpose of the present invention, said hydrophobic phase is canola oil. 

Alternatively, said hydrophobic phase is a silicon fluid. Typically, the quantity of hydrophobic phase in 

the w/o emulsion (volume of lipophilic phase/volume of the water-in-oil emulsion; v/v) represents 

from 10% to 99% v/v, preferably from 20% to 80% v/v, preferably from 50% to 80% v/v and most 

preferably about 70% v/v of the w/o emulsion. 

Typically, the surfactant present in the hydrophobic phase of step ii) or b) may be an ionic 

surfactant, such as sodium lauryl sulfate, or a, such as polyoxyethylene ethers, polyoxyethylene 

esters, and polyoxyethylene sorbitan and mixtures thereof. In a preferred embodiment, said 

surfactant is Tween 80.  

In one embodiment of the invention, the alkaline aqueous solution of step i) or a) further 

comprises an amount of a porogen agent. Thus, the invention also provides porous beads. Non-

limiting examples of porogen agents are sodium chloride, calcium chloride, ammonium carbonate, 

ammonium bicarbonate, calcium carbonate, sodium carbonate, and sodium bicarbonate and 

mixtures thereof. Preferably, for the purpose of the invention, said porogen agent is sodium chloride. 
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Typically, the weight ratio of the polysaccharide to the porogen agent is in the range from 12:1 to 

1:12. In a preferred embodiment, such weight ratio of the polysaccharide to the porogen agent is 

about 12:14. Typically, the density of the pores is from about 4% to 75%, preferably from about 4% 

to about 50%.  

In a further embodiment, the alkaline solution further comprises a drug. The invention thus 

provides beads comprising a drug, said beads being highly adapted for administering said drug within 

a target tissue in the human or animal body. Typically, said drug is a drug having therapeutic effect, 

such as hormones, chemotactic agent, antibiotic, steroidal or non-steroidal analgesic, 

immunosuppressant, or anti-cancer drug.  

In one particular embodiment, the method of the invention may comprise a further step 

consisting of hydrating the beads as prepared according to the invention. Said hydration may be 

performed by submerging the beads in a solution, preferably an aqueous solution (e.g., de-ionized 

water, water filtered via reverse osmosis, a saline solution, or an aqueous solution containing a 

suitable active ingredient) for an amount of time sufficient to produce a bead having the desired 

water content. Typically, when a bead comprising the maximum water content is desired, the bead is 

submerged in the aqueous solution for an amount of time sufficient to allow the bead to swell to its 

maximum size or volume. Typically, the bead is submerged in the aqueous solution for at least about 

1 hour, preferably at least about 2 hours, and more preferably about 4 hours to about 24 hours. It is 

understood that the amount of time necessary to hydrate the bead to the desired level will depend 

upon several factors, such as the composition of the used polysaccharides, the size and thickness of 

the beads, and the temperature of the solution, as well as other factors. 

The method of the invention can further include the step of sterilizing the beads using any 

suitable process. The beads can be sterilized at any suitable point. A suitable irradiative sterilization 

technique is for example an irradiation with Cesium 137, 35 Gray for 10 minutes. Suitable non-

irradiative sterilization techniques include, but are not limited to, UV-exposure, gas plasma or 

ethylene oxide methods known in the art. For example, the beads can be sterilized using a 

sterilization system which is available from Abtox, Inc of Mundelein, Illinois under the trade mark 

PlazLyte, or in accordance with the gas plasma sterilization processes disclosed in US-5413760 and 

US-5603895.  

In the specific embodiment, the beads of the invention comprise fucoidan. The presence of 

fucoidan is due to: 
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 the presence of fucoidan in the alkaline aqueous solution of step i) or a) of the methods of 

the invention; and/or 

 the incubation of the beads of the invention with a solution of fucoidan during step iv) or c') 

of the methods of the invention. 

Fucoidans (also called fucosans or sulfated fucans) are sulfated polysaccharides with a wide 

spectrum of biological activities, including anticoagulant, antithrombotic, antivirus, antitumor, 

immunomodulatory, anti-inflammatory, and antioxidant activities (B. Li et al., Molecules, 2008, 13: 

1671-1695; D. Logeart et al., J. Biomed. Mater Res., 1996, 30: 501-508). Fucoidans are -1,2- or -

1,3- linked L-fucose polymers that are sulfated on position 4 and position 2 or 3 following the 

glycosidic linkage. However, besides fucose and sulfate residues, fucoidans also contain other 

monosaccharides (e.g., mannose, galactose, glucose, xylose, etc) and uronic acid groups. It is known 

in the art that the structure of fucoidans from different brown algae varies from species to species. 

Furthermore, the structure of fucoidans can also be chemically modified. For example, methods have 

been developed to increase the percentage of sulfate groups of fucoidans in order to obtain 

oversulfated fucoidans or fucoidan fragments (T. Nishino et al., Carbohydr. Res., 1992, 229: 355-362; 

S. Soeda et al., Thromb. Res., 1993, 72: 247-256). 

In certain embodiments, the fucoidan moieties have an average molecular weight of about 

2000 to about 9000 Da, e.g., about 5000, about 6000, about 7000 or about 8000 Da. In other 

embodiments, the fucoidan moieties have an average molecular weight of about 10,000 to about 

90,000 Da, e.g., about 20,000, about 30,000, about 40,000, about 50,000, about 60,000, about 

70,000 or about 80,000 Da. In yet other embodiments, the fucoidan moieties have an average 

molecular weight of about 100,000 to about 500,000 Da. 

Fucoidan moieties suitable for use in the present invention are fucoidan moieties that have 

some degree of attraction for selectins and can play a targeting role when comprised in an imaging 

agent. Preferably, fucoidan moieties are stable, non-toxic entities that retain their 

affinity/specificity/selectivity properties under in vitro and in vivo conditions. In preferred 

embodiments, fucoidan moieties exhibit high affinity and specificity for selectins, i.e., they 

specifically and efficiently interact with, bind to, or associate with selectins. Suitable fucoidan 

moieties include fucoidans that exhibit affinity and specificity for only one of the selectins (i.e., for L-

selectin, E-selectin or P-selectin) as well as fucoidans that exhibit affinity and specificity for more 

than one selectin, including those moieties which can efficiently interact with, bind to or associate 

with all three selectins.. In certain embodiments, a suitable fucoidan moiety interacts with a selectin, 
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preferably a human selectin, with a dissociation constant (Kd) between about 0.1 nM and about 500 

nM, preferably between about 0.5 nM and about 10 nM, more preferably between about 1 nM and 

about 5 nM. The design of an inventive imaging agent will be dictated by its intended purpose(s) and 

the properties that are desirable in the particular context of its use. Thus, fucoidan moieties will be 

chosen based on their known, observed or expected, properties.  

For example, in embodiments where the bead of the invention comprising fucoidan is to be 

used in the diagnosis of neurodegenerative disorders characterized by undesirable or abnormal 

selectin-mediated interactions in the brain, the bead will preferably be capable of crossing the blood-

brain barrier. Therefore, such a bead will preferably contain a fucoidan moiety of low molecular 

weight (e.g., 2-8 kDa or lower than 5 kDa). In contrast, an imaging agent containing a fucoidan moiety 

of high molecular weight will be suited for situations in which the agent is to be used, for example to 

image selectins in the vascular system. Indeed, because of its high molecular weight, the bead will 

not be able to easily diffuse and will therefore more likely remain within the vascular system, thereby 

allowing a more selective targeting of the system of interest. A fucoidan moiety of high molecular 

weight can also have the advantage of being able to carry a high number of detectable moieties, thus 

increasing the sensibility of the imaging agent (i.e., allowing the detection of lower concentrations of 

selectins). In addition to their molecular weight, fucoidan moieties may be selected based on their 

sulfate content. By varying the sulfate content (either by selection of naturally-occurring fucoidans or 

by chemical modification), it may be possible to modulate the specificity of the fucoidan moiety (and 

corresponding imaging agent) for one of the selectins (L-selectin, E-selectin or P-selectin). It is known, 

for example, that binding to P- and E-selectins increases with the presence of sulfate groups on the 

ligand (T.V. Pochechueva et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2003, 13: 1709-1712). 

Alternatively, a fucoidan moiety may be selected based on its structure and, in particular, based on 

the presence of at least one functional group that can be used (or that can be easily chemically 

converted to a different functional group that can be used) to associate the fucoidan moiety to a 

detectable compound. Examples of suitable functional groups include, but are not limited to, carboxy 

groups, thiols, amino groups (preferably primary amines), and the like.  

Imaging agent are molecules that are detectable by imaging techniques such as 

ultrasonography, Magnetic Resonance Imaging (MRI), Positron Emission Tomography (PET), Single 

Photon Emission Computed Tomography (SPECT), fluorescence spectroscopy, Computed 

Tomography, X-ray radiography, or any combination of these techniques.   

Preferably, imaging agent are stable and non-toxic.  
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In a first embodiment, said at least one imaging agent invention is an MRI imaging 

compound. In this embodiment, the bead of the invention is designed to be detectable by Magnetic 

Resonance Imaging (MRI). MRI, which is an application of Nuclear Magnetic Resonance (NMR), has 

evolved into one of the most powerful non-invasive techniques in diagnostic clinical medicine and 

biomedical research. It is widely used as a non-invasive diagnostic tool to identify potentially 

maleficent physiological anomalies, to observe blood flow or to determine the general status of the 

cardiovascular system. MRI has the advantage (over other high-quality imaging methods) of not 

relying on potentially harmful ionizing radiation.  

Typically, said MRI imaging compound is a paramagnetic metal ion. Alternatively, said MRI 

Imaging compound is an ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO) particle. Therefore, said 

MRI imaging compound is selected in the group consisting of an ultrasmall superparamagnetic iron 

oxide (USPIO), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), dysprosium III (Dy3+), iron III (Fe3+), 

manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+). In certain preferred embodiments, the paramagnetic 

metal ion is gadolinium III (Gd3+). Gadolinium is an FDA-approved contrast agent for MRI. 

USPIO particles are composed of a crystalline iron oxide core containing thousands of iron 

atoms which provide a large disturbance of the Magnetic Resonance signal of surrounding water. In 

contrast to other types of nanoparticles such as quantum dots (currently under investigation as 

extremely sensitive fluorescent probes), USPIO particles exhibit a very good biocompatibility. 

Therefore, the beads of the invention comprising USPIO are highly appropriate use in imaging.  

In a specific embodiment, the imaging agent is incorporated within a bead comprising 

fucoidan. In this embodiment, the bead of the invention is used for detecting selectins by MRI. Such 

imaging agents may be particularly useful in the diagnosis of cardiovascular pathologies associated 

with selectins. Indeed, with a diameter comprised between from 5 nm to 10 µm, preferably between 

1µm and 5µm, beads of the invention are likely to diffuse only weakly outside the vascular space 

with the exception of more permeable pathological vascular tissues such as atherosclerotic walls.  

The inventors have developed beads comprising a fucoidan and USPIO that proved to be 

efficient at detecting platelet-rich thrombus by MRI, with high sensitivity and specificity, when used 

for detecting an aneurysm of the abdominal aorta. Said beads showed a strong MRI contrast and a 

high affinity for the inner wall of an aneurysm. 

In a second embodiment, said at least one imaging agent is a radioactive imaging compound. 

In this embodiment, the bead of the invention is designed to be detectable by a nuclear medicine 
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imaging techniques such as planar scintigraphy (PS), Positron Emission Tomography (PET) and Single 

Photon Emission Computed Tomography (SPECT). 

Preferably, said radioactive compound is selected in the group consisting of carbon-11 (11C), 

nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), 

technetium-99m (99mTc), indium-111 (111In), iodine-131 (131I), rhenium-186 (186Re), and thallium-201 

(201Tl), terbium and mixtures thereof. 

SPECT and PET have been used to detect tumors, aneurysms, irregular or inadequate blood 

flow to various tissues, blood cell disorders, and inadequate functioning of organs, such as thyroid 

and pulmonary function deficiencies. Both techniques acquire information on the concentration of 

radionuclides introduced into a biological sample or a patient’s body. PET generates images by 

detecting pairs of gamma rays emitted indirectly by a positron-emitting radionuclide. A PET analysis 

results in a series of thin slice images of the body over the region of interest (e.g., brain, breast, liver). 

These thin slice images can be assembled into a three dimensional representation of the examined 

area. However, there are only few PET centers because they must be located near a particle 

accelerator device that is required to produce the short-lived radioisotopes used in the technique. 

SPECT is similar to PET, but the radioactive substances used in SPECT have longer decay times than 

those used in PET and emit single instead of double gamma rays. Although SPECT images exhibit less 

sensitivity and are less detailed than PET images, the SPECT technique is much less expensive than 

PET and offers the advantage of not requiring the proximity of a particle accelerator. Planar 

scintigraphy (PS) is similar to SPECT in that it uses the same radionuclides. However, PS only 

generates 2D-information.  

Thus, in certain embodiments, the at least one imaging agent is a radionuclide detectable by 

PET. Examples of such radionuclides include carbon-11 (11C), nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and 

fluorine-18 (18F). In other embodiments, the detectable compound is a radionuclide detectable by 

planar scintigraphy or SPECT. Examples of such radionuclides include technetium-99m (99mTc), 

gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), indium-111 (111In), rhenium-186 (186Re), thallium-201 (201Tl) and 

terbium. Preferably, said imaging agent is technetium-99m (99mTc). Indeed, technetium-99m is highly 

appropriate since over 85% of the routine nuclear medicine procedures that are currently performed 

use radiopharmaceutical methodologies based on 99mTc.  

The inventors have injected beads of the invention comprising a bead comprising fucoidan 

and 99mTechnietium in a healthy rat and a rat suffering suffering from an abdominal aortic aneurysm 
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(AAA). They showed that radioactivity was found 4 times greater in the rat aorta suffering from AAA 

than that found in the rat aorta of healthy rat. Therefore they have shown that beads of the 

invention comprising a fucoidan and a radioactive imaging compound are accumulated at the 

aneurysm and are thus highly appropriate for imaging such aneurysm. In addition, the method of the 

invention confers valuable properties to the beads obtained thereof, enhancing their effectiveness as 

a tracer for scintigraphy since a larger number of imaging agent is grouped within the very structure 

of the beads which ultimately brings a much higher density of imaging agent at the specific site to be 

imaged. In addition, the microscopic size of the beads allows a better distribution of the imaging 

agent within the body. Finally, the beads being made of biodegradable polysaccharides, they do not 

constitute any danger for the subject in which the imaging techniques are operated. 

In a third embodiment, said at least one imaging agent is a contrast-enhanced 

ultrasonography imaging compound. In this embodiment, the bead of the invention is designed to be 

detectable by contrast-enhanced ultrasonography (CEUS). 

 Ultrasound is a widespread technology for the screening and early detection of human 

diseases. It is less expensive than MRI or scintigraphy and safer than molecular imaging modalities 

such as radionuclide imaging because it does not involve radiation. 

Preferably, said contrast-enhanced ultrasonography imaging compound is perfluoroctyl 

bromide (PFOB). 

In a preferred embodiment, for carrying out this particular embodiment of the invention, the 

bead of the invention has a diameter comprised between 1 µm and 5µm. Therefore, they are smaller 

than red blood cells, allowing them to flow easily through the circulation as well as the 

microcirculation (F.S. Vallanueva et al., Nat. Clin. Pract. Cardiovasc. Med., 2008, 5 Suppl. 2: S26-S32).  

Preferably, the imaging agent comprises more than one molecule of PFOB. Consequently, 

they are highly valuable and overcome an important drawback of the imaging technique of prior art, 

i.e. they allow a better imaging (because of the numbers of molecules of PFOB within the imaging 

agent) and an enhanced distribution of the imaging agent within the body. 

In a fourth embodiment, said at least one imaging agent is a fluorescence imaging 

compound. In this embodiment, the bead of the invention is designed to be detectable by 

fluorescence spectroscopy.  
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Favourable optical properties of fluorescent compound to be used in the practice of the 

present invention include high molecular absorption coefficient, high fluorescence quantum yield, 

and photostability. Preferred fluorescent moieties exhibit absorption and emission wavelengths in 

the visible (i.e., between 400 and 700 nm) or the near infra-red (i.e., between 700 and 950 nm). 

Selection of a particular fluorescent compound will be governed by the nature and characteristics of 

the illumination and detection systems used in the diagnostic method. In vivo fluorescence imaging 

uses a sensitive camera to detect fluorescence emission from fluorophores in whole-body living 

mammals. To overcome the photon attenuation in living tissue, fluorophores with emission in the 

near-infrared (NIR) region are generally preferred (J. Rao et al., Curr. Opin. Biotechnol., 2007, 18: 17-

25). Numerous fluorescent compounds with a wide variety of structures and characteristics are 

suitable for use in the practice of the present invention. Preferably, said fluorescent imaging 

compound is selected in the group consisting of, quantum dots (i.e., fluorescent inorganic 

semiconductor nanocrystals) and fluorescent dyes such as Texas red, fluorescein isothiocyanate 

(FITC), phycoerythrin (PE), rhodamine, fluorescein, carbocyanine, Cy-3TM and Cy-5TM (i.e., 3- and 5-

N,N’-diethyltetra-methylindodicarbocyanine, respectively), Cy5.5, Cy7, DY-630, DY-635, DY-680, and 

Atto 565 dyes, merocyanine, styryl dye, oxonol dye, BODIPY dye (i.e., boron dipyrromethene 

difluoride fluorophore), and mixtures thereof. More preferably, said fluorescent imaging compound 

is fluorescein isothiocyanate.  

 

Beads obtainable according to the invention 

The invention relates to a new class of entities useful for imaging that comprise at least one 

imaging agent. Indeed, the invention relates to beads obtainable by the methods of the invention. 

These beads are the only ones which have the remarkable properties provided by the invention. They 

are valuable since they: 

 allow high contrast imaging; 

 exhibit low toxicity; 

 are biodegradable,  

 are ultimately metabolized and/or excreted by the subject, so that it limits any risk or 

contamination for said subject; 

 have an appropriate size for enhancing biodistribution; 

 permit free circulation within the patient's vascular system. 
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Preferably, said beads have a substantially spherical or ovoid shape. 

Typically, said polysaccharide beads have a size comprised from 5 nm to 5mm, preferably 

from 5 nm to 1 mm, preferably from 5 nm to 10µm, preferably from 5 nm to 5 µm, more preferably 

from 1 µm to 5 µm. The size of the beads would be chosen with precaution by the skilled man in 

regard with the desired use. The size of the beads of the invention is dependent on the 

characteristics and parameters of the method of preparing such beads. Typically, the size of the 

beads of the invention may depend on the nature of the polysaccharide, the agitation provided 

during the process and the distribution of the polysaccharide within the beads. 

The inventors showed that the beads of the invention comprising fucoidan are characterised 

by the presence of sulphur at their surface, whereas the beads not comprising fucoidan are 

characterised by the absence of sulphur at their surface.  

This demonstrates the presence of fucoidan at the surface of beads comprising fucoidan.  

Therefore, the presence of sulphur discriminates the beads of the invention and the beads of 

prior art. 

The skilled person in the art may easily determine whether a given bead has sulphur on its 

surface or not. Typically, he may use confocal imaging techniques on beads prepared with 

fluorescent fucoidan. FITC-labelled fucoidan can be observed on the surface of beads as well as 

inside the bead structure. 

 

In one particular embodiment, the beads of the invention comprise a drug. Said beads thus 

present the dual advantages to permit medical imaging while providing a drug for treating a patient.  

The beads obtainable by the method of the invention can be packaged in any suitable 

packaging material. Desirably, the packaging material maintains the sterility of the beads until the 

packaging material is breached.  

When used in the purpose of carrying out a scintigraphy, the beads may be stocked as long as 

necessary before putting them in contact with a radioactive imaging compound in order to obtain a 

polysaccharide bead comprising fucoidan and said radioactive imaging compound. 

 

Use of the crosslinked polysaccharide beads comprising an imaging agent according to the 

invention 

The invention relates to the use of the beads of the invention as contrasting agent.  

More specifically, the invention provides beads obtainable by the methods of invention for use in 

Magnetic Resonance Imaging, wherein said at least one imaging agent is a MRI imaging compound. 
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Preferably, said MRI imaging compound is selected in the group consisting of ultrasmall 

superparamagnetic iron oxide particles (USPIOs), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), 

dysprosium III (Dy3+), iron III (Fe3+), manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+), and mixtures 

thereof. 

The invention further provides beads obtainable by the methods of invention for use in 

ultrasonography, wherein said at least one imaging agent is a contrast-enhanced ultrasonography 

imaging compound. 

Preferably, said contrast-enhanced ultrasonography imaging compound is perfluoroctyl Bromide. 

 The invention also provides beads obtainable by the methods of the invention comprising 

fucoidan and at least one radioactive imaging compound for use in scintigraphy, wherein said 

radioactive imaging compound is selected in the group consisting of carbon-11 (11C), nitrogen-13 

(13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), technetium-99m 

(99mTc), indium-111 (111In), iodine-131 (131I), rhenium-186 (186Re), and thallium-201 (201Tl), terbium 

and mixtures thereof. 

In one aspect, the present invention provides beads obtainable according to the methods of 

the invention for use for detecting the presence of selectins in a patient, wherein said beads 

comprises fucoidan and an imaging agent. For this purpose, an effective amount of the imaging agent 

of the invention is administrated to the patient.  

More specifically, the invention provides targeted reagents that are detectable by imaging 

techniques and methods allowing the detection, localization and/or quantification of selectins in in 

vitro and ex vivo systems as well as in living subjects, including human patients.  

The present invention provides methods for detecting the presence of selectins in a 

biological system comprising the step of contacting the biological system with beads comprising an 

imaging agent obtainable by the method of the invention. 

 The contacting is preferably carried out under conditions that allow the imaging agent to 

interact with selectins present in the system so that the interaction results in the binding of the 

beads to the selectins thanks to the presence of fucoidan. The bead that is bound to selectins present 

in the system is then detected using an imaging technique. One or more images of at least part of the 

biological system may be generated. The contacting may be carried out by any suitable method 

known in the art. For example, the contacting may be carried out by incubation.  
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The biological system may be any biological entity that can produce and/or contain selectins. 

For example, the biological system may be a cell, a biological fluid or a biological tissue. The 

biological system may originate from a living subject (e.g., it may be obtained by drawing blood, by 

biopsy or during surgery) or a deceased subject (e.g., it may be obtained at autopsy). The subject may 

be human or another mammal. In certain preferred embodiments, the biological system originates 

from a patient suspected of having a clinical condition associated with selectins.  

The administration is preferably carried out under conditions that allow the imaging agent (1) 

to reach the area(s) of the patient’s body that may contain abnormal selectins (i.e., selectins 

associated with a clinical condition) and (2) to interact with such selectins so that the interaction 

results in the binding of the imaging agent to the selectins. After administration of the selectin-

targeted imaging agent and after sufficient time has elapsed for the interaction to take place, the 

imaging agent bound to abnormal selectins present in the patient is detected by an imaging 

technique. One or more (e.g., a series) images of at least part of the body of the patient may be 

generated. The person skilled in the art will know, or will know how to determine, the most suitable 

moment in time to acquire images following administration of the imaging agent. Depending on the 

imaging technique used (e.g., MRI), one skilled in the art will also know, or know how to determine, 

the optimal image acquisition time (i.e., the period of time required to collect the image data). 

Administration of the selectin-targeted imaging agent can be carried out using any suitable 

method known in the art such as administration by oral and parenteral methods, including 

intravenous, intraarterial, intrathecal, intradermal and intracavitory administrations, and enteral 

methods. 

The beads comprising fucoidan and at least one imaging agent according to the methods of 

the invention are highly suitable for diagnosing a pathological condition associated with selectins. 

The diagnosis can be achieved by examining and imaging parts of or the whole body of the patient or 

by examining and imaging a biological system (such as one or more samples of biological fluid or 

biological tissue) obtained from the patient. One or the other method, or a combination of both, will 

be selected depending of the clinical condition suspected to affect the patient. Comparison of the 

results obtained from the patient with data from studies of clinically healthy individuals will allow 

determination and confirmation of the diagnosis.  

The beads of the invention, used in medical imaging are also valuable for following the 

progression of a pathological condition associated with selectins. For example, this can be achieved 
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by repeating the method over a period of time in order to establish a time course for the presence, 

localization, distribution, and quantification of “abnormal” selectins in a patient. 

They can also be used to monitor the response of a patient to a treatment for a pathological 

condition associated with selectins. For example, an image of part of the patient’s body that contains 

“abnormal” selectins (or an image of part of a biological system originating from the patient and 

containing “abnormal” selectins) is generated before and after submitting the patient to a treatment. 

Comparison of the “before” and “after” images allows the response of the patient to that particular 

treatment to be monitored.  

Pathological conditions that may be diagnosed, or whose progression can be followed using 

the beads herein may be any disease and disorder known to be associated with selectins, i.e. any 

condition that is characterized by undesirable or abnormal interactions mediated by selectins. 

Examples of such conditions that may advantageously be diagnosed using methods provided herein 

include, but are not limited, thrombosis, myocardial ischemia/reperfusion injury, stroke and ischemic 

brain trauma, neurodegenerative disorders, tumor metastasis and tumor growth, and rheumatoid 

arthritis.In a specific embodiment, the beads of the invention may be detected within an organ or a 

tissue, preferably within a muscle. In this embodiment, the beads of the invention comprise a drug to 

be delivered in a said target organ or tissue. The presence of the beads is then determined by 

imaging techniques because of the presence of the imaging agent within the beads.  

Therefore, the beads of the invention are suitable for delivering a drug while determining 

whether the beads have reached the targeted organ or tissue. The person skilled in the art would 

thus adapt the size of the beads suitable for this purpose, i.e. for targeting organs or tissues.  
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FIGURES LEGEND 

Figure 1: Fluorescence confocal microscopy of large beads comprising FITC labeled  fucoidan. 

 

Figure 2: Presentation of the composition of the large beads in percentage of signal detected by 

Energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis for each element C, O, Na, Cl, Fe, F. 

 

Figure 3: Distribution of the size of the large beads according to the invention. 

 

Figure 4: Mean fluorescence intensity of small MP and MP fucoidan on platelet rich plasma (PRP) not 

activated, activated and activated then incubated 20 minutes with anti P-Selectin in order to block P-

Selectin expression. 

The interaction of FITC fluorescent small MP and MP fucoidan are tested on unactivated platelets 

rich plasma (PRP), platetets rich plasma activated with TRAP (20 µM) and platelets rich plasma 

activated then P-Selectin blocked with CD62P (100 µM). The mean fluorescence intensity was 

measured in the area of double positivity. 

 

Figure 5: Quantification of the number of  large beads comprising a fluorescent imaging agent in 

mice as a function of time after injection; large beads with and without fucoidan associated with the 

activated endothelium, control group (large beads with fucoidan associated with the non activated 

endothelium).  

 

Figure 6: Quantification of the number of large beads with fucoidan comprising an imaging agent 

(fluorescent FITC and/or echogenic PFOB and/or MPIO) versus control beads without fucoidan, 

associated with the activated endothelium (expressed per 100 leukocytes in the region of interest).  
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Figure 7: MRI transversal T2*-weighted images of the aneurysm of an AAA rat before injection and 

after injection into the carotid artery of large MPIO comprising  fucoidan (200 µL of 150 mg/mL in 

0.9% NaCl) at 65 minutes, 81 minutes and 115 minutes after injection. 

 

Figure 8: Ultrasound in two-dimensional mode of large beads of the invention (250 mg / mL in 0.9% 

NaCl) without PFOB (a) and with PFOB (b). Mean contrast (in dB) of large beads with and without 

PFOB (c)  

 

Figure 9: Ultrasound in two-dimensional mode of the aneurysm of an AAA rat before injection (a) and 

after injection into carotid artery of large microparticles comprising PFOB and   fucoidan (200 µL of 

150 mg/mL in 0.9% NaCl) at 5 seconds (b) and 5 minutes (c) after injection. 

 

Figure 10: Frontal section of scan images and superimposed (NanoSPECT / CTPLUS) after injection 

into the penis vein of small 99mTc-MP-fucoidan (200 µL of a 50 mg/mL suspension in NaCl 0.9%) in a 

healthy rat (a) and in a rat suffering from an AAA (c).Control after injection of non functionalized 

small 99mTc-MP in a rat suffering from an AAA (b). 

 

Figure 11: Average activity measured by autoradiography on sections of healthy rat abdominal aorta 

(n = 17 slices) and rat suffering from AAA (n = 35 slices). n = 1 rat. 

 

Figure 12: Masson trichrome staining of an AAA cryosection from an AAA rat sacrificed 30 minutes 

after injection of small microparticles comprising fucoidan and FITC dextran (200 µL of a 50 mg/mL 

suspension in NaCl 0.9%). 3a. P-Selectin immunostaining (left) and control (right). 3b. Fluorescence 

microscopy. 3c. Alcian blue staining. 

 

Figure 13: Development and characterization of beads larger than 10 microns, observed by 

fluorescence microscopy 
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(a) The addition of PFOB in the preparation leads to the presence of non-fluorescent droplets, which 

correspond to the PFOB, observed within the MP  

(b) Representative size distribution of the beads, prepared with or without PFOB, with an average 

size of 49 microns. 

(c) The beads were observed by electron microscopy environmental  

(d) Cavities were also observed in the MP prepared in the presence of PFOB  

(e) The Energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis confirmed the presence of fluorine in the beads 

MP-PFOB, whereas MP alone do not contain  

(f). Ultrasound in two-dimensional mode of beads (250 mg/mL in 0.9% NaCl) without PFOB. 

(g) Ultrasound in two-dimensional mode of beads (250 mg/mL in 0.9% NaCl) with PFOB 
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EXAMPLES 

I - Development of beads 

 

Reagents 

 Pullulan: 9 g (Hayashibara, M = 200 000 g / mol); 

 Dextran: 3 g (Sigma, M = 500 000 g / mol); 

 Dextran-FITC: 100 mg (Sigma, M = 500 000 g / mol); 

 Fucoidan: 1.2 g (Sigma, M = 57 000 g / mol); 

 Trisodium trimetaphosphate, STMP: 150mg (Sigma, M = 305.89 g / mol); 

 Rapeseed oil: 30 ml (Commercial, HLB = 7); 

 Span 80: 7.5 g (Sigma, M = 428.62 g / mol); 

 Tween 80: 3 g (Fluka Chemika, M = 1310 g / mol); and 

 SnCl2: 1 mg (Sigma, M = 84 g / mol) 

Detectable compounds 

 USPIO: 40 mL (Sinerem, Guerbet, 20mg Fe / mL); 

 Perfluorooctyl Bromide, PFOB: 240 microL (Sigma, M = 498.962 g / mol); 

 99mtechnetium: 500 microL (corresponding to an activity of about 10 mCi; and Xavier Bichat 

Hospital, Department of Nuclear Medicine). 

 

1. Preparation of aqueous phase 

This aqueous phase is formed by pullulan and dextran, supplemented with one or more detectable 

compound (FITC fluorophore, USPIO, PFOB). This aqueous phase may be in the form of a solution, 

suspension or emulsion oil-in-water (O/W). 

 

Preparation of the solution of pullulan / dextran 

9 g of pullulan (Hayashibara, M = 200,000 g / mol) and 3 g of dextran (Sigma, M = 500,000 g / mol) 

are solubilised in 40 mL of purified water in a 100 mL beaker. The solution is stirred with a magnetic 

stirrer until obtaining a homogeneous solution. 
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Preparation of the solution pullulan / FITC Dextran 

9 g of pullulan (Hayashibara, 200,000 g/mol), 3 g of dextran (Sigma, 500,000 g/mol) and 100 mg of 

FITC-dextran (Sigma, 500,000 g/mol) are solubilised in 40 mL of purified water in a 100 mL beaker 

and the solution is stirred with a magnetic stirrer until obtaining an a homogeneous solution. 

 

Preparation of the solution pullulan / Dextran / fucoidan 

9 g of pullulan (Hayashibara, M = 200,000 g / mol), 3 g of dextran (Sigma, M = 500,000 g / mol) and 

1.2 g of fucoidan (Sigma, M = 57,000 g / mol ) are solubilised in 40 mL of purified water in a 100 mL 

beaker and the solution is stirred with a magnetic stirrer until obtaining an homogeneous solution. 

 

Preparation of the suspension of pullulan / dextran-USPIO 

9 g of pullulan (Hayashibara, M = 200,000 g / mol) and 3 g of dextran (Sigma, M = 500,000 g / mol) 

are solubilised in 40 mL of a suspension of USPIO (Sinerem, Guerbet, 20 mg Fe / mL) in a 100 mL 

beaker and we stir with a magnetic stirrer until a homogeneous suspension. 

 

Preparation of the solution pullulan / Dextran / fucoidan USPIO 

9 g of pullulan (Hayashibara, M = 200,000 g / mol), 3 g of dextran (Sigma, M = 500,000 g / mol) and 

1.2 g of fucoidan (Sigma, M = 57,000 g / mol ) are solubilised in 40 mL of a suspension of USPIO 

(Sinerem, Guerbet, 20mg Fe / mL) in a 100 mL beaker and the solution is stirred with a magnetic 

stirrer until obtaining an homogeneous suspension. 

 

Preparation of emulsion pullulan / PFOB-dextran 

240 microL of PFOB (perfluorooctylbromide, Sigma, M = 498.962 g / mol), 30 mg of Tween 80 (Sigma, 

M = 428.62 g / mol) and 30 microL of NaOH (10M) were added to 300mg of pullulan / dextran in a 

sample tube and we create an emulsion of PFOB in the pullulan/dextran by mixing with a dispenser 

(Polytron PT 3100, Kinematica) with a rod (5/7, 5 mm - REF: PT- 07/2EC-B101 DA) for 20 seconds at 

28 000 rev / min. 
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Preparation of emulsion pullulan / Dextran / fucoidan-PFOB 

240 microL of PFOB (perfluorooctylbromide, Sigma, M = 498.962 g / mol), 30 mg of Tween 80 (Sigma, 

M = 428.62 g / mol) and 30 microL of NaOH (10M) were added to 300mg of pullulan / Dextran-

fucoidan in a sample tube and we create an emulsion of PFOB in the pullulan / Dextran-fucoidan by 

mixing with a dispenser (Polytron PT 3100, Kinematica) with a rod (5/7, 5 mm - REF 07/2EC-B101 PT-

DA) for 20 seconds at 28 000 rev / min. 

 

2. Preparation of micro-emulsification and cross-linking process 

 

Preparation of the oil phase (surfactant HLB 7) 

7.5 g of Span 80 and 2.7 g of Tween 80 were mixed in a 10 mL beaker and the mixture was 

homogenised under magnetic stirring. 460mg of this surfactant was then added to 30 mL of rapeseed 

oil in a bottle (bottle 30x70 PS, VWR Ref 216-2686), for a concentration of 1.5% (by volume) of 

surfactant. The solution is then put in a bottle bottle at -20°C for 20 min in order to have a final oil 

phase at -5 °C. 

 

From this step, two experiments were performed. The first experiment resulted in suspensions of 

beads with diameters varying from 1 m from 10 m and a mean diameter from 1 to 2 m. For sake 

of clarity, in the followings, the first experiment is referred to as the "large beads experiment", 

whereas the second experiment is referred to as "the small beads experiment" The second 

experiment indeed resulted in suspensions of smaller beads, with diameters varying from 50 nm to 4 

m and a mean diameter from 300 nm to 600 nm. 

 

Emulsification of the aqueous phase of polysaccharides in the oily phase 

30 microL of NaOH (10M) was added to 300 mg of the aqueous phase for the large beads 

experiment, or to 100 mg of the aqueous phase for the small beads experiment. The resulting 

solution is mixed then incubated for 10 minutes at room temperature.  
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In order to prepare beads comprising PFOB or beads comprising fucoidan and PFOB, there is no need 

to add NaOH. Indeed, the emulsions pullulan/dextran-PFOB or pullulan/dextran/fucoidan-PFOB 

already contain NaOH. 

 

The rod in the bottle of oily phase is placed just above the level of the oil. 

30 µl of a solution of the crosslinking agent STMP (Trisodium trimetaphosphate, Sigma, 305.89 

g/mol) prepared in 30% (w/v) in water was added to the aqueous phase. 

The resulting solution is stirred with the cone of the pipette. The aqueous phase was then collected 

with a pipette P5000. The aqueous phase is slowly injected to the oil phase under agitation provided 

with a disperser running at 28 000 rotations/min. The dispersion is performed until homogenisation. 

The emulsion is then transferred in an oven, at a temperature of 50 C wherein the crosslinking step 

takes place for 20 minutes.  

Said step results in crosslinked beads. Said beads are placed in PBS and are agitated for 40 minutes at 

room temperature. The oil phase is eliminated, and the beads are isolated. 

In the large beads experiment, after centrifugation at 4100 rpm for 10 minutes, a pellet of beads is 

obtained. In the small beads experiment, after a first centrifugation at 4100 rpm for 10 minutes, the 

supernatant is taken carefully (avoiding that any bead from the pellet is taking with) and after a 

second centrifugation at 8000 rpm for 10 minutes, a pellet of beads is obtained. In both experiments, 

the supernatant is removed and PBS in added before mixing by vortexing the beads.  

 

Rinsing beads 

Centrifugation is performed again, at 4100 rpm for the large beads experiment or at 8000 rpm for 

the small beads experiment for 10 minutes, and the pellet of beads is resuspended in 0.04% SDS. This 

step is repeated two times. 

After centrifugation at 4100 rpm / 8000 rpm for 10 minutes, the pellet of beads is resuspended in 

0.9% NaCl. This step is repeated six times. 
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Filtration of beads 

In the large beads experiment , beads are sorted in solution in 0.9% NaCl through a sieve (AS 200, 

Retsch) combined with a filter paper nylon mesh opening 5μm (SEFAR NITEX, 03-5/1 115cm). 

 

Storage of beads 

After filtration, the suspension of beads in 0.9% NaCl was stored at 4°C. 

 

3. Radiolabelling beads with Technetium (99mTc) 

In order to obtain beads comprising 99mTc, the addition of 99mTc on beads is made in an 

extemporaneous manner.  

For this purpose, 30 µl of a solution of SnCl2 (1 mg/mL, Sigma, M = 84 g / mol), were added to 500 µL 

of 99mTc04
- and 500 µL of 0.9% NaCl to a pellet of 120 mg of beads in a 1,5 mL eppendorf.  

Homogenisation is briefly performed with a vortex and the suspension is incubated 1h at room 

temperature. The particles were then centrifuged and the supernatant was removed.  

The labelling yield was calculated after measuring the radioactivity associated with particles and that 

found in the supernatant. 

 

4. Grafting of fucoidan on polysaccharide beads 

The large beads of the invention  (100 mg) were incubated with a solution of fucoidan (10mg) in 

water (1mL) followed by the addition of 10µL NaOH 10M under magnetic stirring for 10min. Grafting 

of fucoidan was performed by adding 3 mg of sodium trimetaphosphate (STMP) and by incubating 

the suspension for 20min at 50°C. Beads were then washed by centrifugation 3 times with PBS and 3 

times with purified water to remove any free reagents. When fluorescein-labeled fucoidan was 

grafted on rhodamine-labeled pullulan, fluorescence observations confirmed the presence of green 

fucoidan on red beads.  
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II - Physicochemical characterization of beads 

 

1. Form and composition of beads 

Energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis on small and large beads suspension confirmed the 

presence of sulphur at the surface of the beads comprising fucoidan and the absence of sulphur at 

the surface of the beads not comprising fucoidan. This demonstrates the presence of fucoidan at the 

surface of beads comprising fucoidan. 

Additionally, the inventors performed confocal imaging on beads prepared with fluorescent fucoidan. 

FITC-labeled fucoidan was observed on the surface of beads and also inside the bead structure 

(Figure 1) 

 

Energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis on sections of large beads of different formulations has 

allowed us to characterize their composition. The beads were included in blocks (50 µL of solutions at 

250 mg/mL in 0.9% NaCl included in Cryomatrix™) frozen in contact with liquid nitrogen, then 

sectioned (8 microns) using a microtome and finally analyzed.  

In each sample, the elements carbon and oxygen were found in large proportions (Figure 2), which is 

quite normal since they are the key elements present in the polysaccharides used in the beads. 

Significant amounts of sodium and chlorine were also found, the beads being suspended in 0.9% 

NaCl when analyzed. This basic analysis shows the presence of iron in the large beads comprising 

USPIO, and no iron in suspensions containing other types of large beads.  

The presence of fluoride in suspensions of large beads comprising PFOB, while not in suspensions 

containing other types of large beads, demonstrates the presence of PFOB in the large beads 

comprising PFOB. 

 

Atomic absorbtion spectroscopy measurement revealed that a suspension of large beads comprising 

USPIO (150 mg/mL in NaCl 0,9%) has an iron concentration of 11 mmol/L. 
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Gas chromatography – mass spectrometry analyses on a suspension of large beads comprising PFOB 

(150 mg/mL in NaCl 0,9%) indicated a concentration in PFOB of 8,47 mg/mL. 

 

2. Diameter size distribution of beads 

Large beads were prepared with dextran-FITC and were observed with optical fluorescence 

microscope. From digital photos, with the help of an image processing software, the size of the beads 

was measured. The distribution of particle size (in percentage) is shown in Figure 3. 

Small beads suspension was analyzed by dynamic light scattering method (Nano-ZS). A mean 

hydrodynamic diameter of 360 nm for beads not comprising fucoidan and 500 nm for small beads 

comprising fucoidan were found. Zeta potential were also measured and the beads comprising 

fucoidan had a higher electronegativity than the beads not comprising fucoidan (-16.2mV vs -9.1mV). 

 

III - Affinity of beads functionalized with fucoidan 

 

1. Affinity for activated platelets 

In a first step, the inventors studied the in vitro interaction of small beads with activated platelets. 

Using flow cytometry, they showed the affinity of small beads functionalized with fucoidan for P-

selectin expressed on the surface of activated platelets.  

The beads are detected by green fluorescence (FITC) and platelets in red fluorescence (marking 

CD41-PE-Cy5). A double fluorescent element corresponds to the pair beads/platelets and the area of 

double positivity thus reflects the affinity between platelets and beads. The highest affinity (''Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) of 67329”) is obtained with beads functionalized with fucoidan which 

were incubated with platelets activated with TRAP (20μM) (Figure 4).  

The inventors noticed a weak affinity for these same beads when incubated with unactivated 

platelets (MFI of 7982) or with activated platelets incubated 20 minutes with anti P-Selectin in order 

to block P-Selectin expression (MFI of 10691). Finally, the inventors showed also a weak affinity for 

non-functionalized beads, whether they were incubated with activated, unactivated, or activated 

then blocked platelets (MFI of 8537, 8206 and 8833 respectively). 
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2. Affinity for activated endothelium 

The inventors then assessed the affinity of the large beads for an activated endothelium. They used a 

model of inflammation of the calcium ionophore in the mouse mesentery. For this purpose, 

leukocytes were successfully labelled in red fluorescence by retro-orbital injection of rhodamine B 

(30 µl of a 0.3% solution).  

The inventors have then activated the endothelial wall by direct application of calcium ionophore (10 

µl to 18 mM). Suspensions of beads or beads comprising fucoidan and FITC were then injected.  

The inventors observed interactions at the activated site by intra-vital microscopy fluorescence.  

 

An accumulation of leukocytes was observed at the area of interest, confirming the activation of the 

endothelium. A significant accumulation of large beads was also observed when they are 

functionalized with fucoidan. On the contrary, during an injection of non-functionalized beads, very 

few of them were found at the activated endothelial wall.  

To characterize this high affinity, change in the number of beads found in the area of interest was 

measured. The inventors have thus shown that in the case of large beads prepared without fucoidan, 

the number of beads found in the activated endothelium is low and does not increase. On the 

contrary, in the case of injected large beads prepared with fucoidan, the number of beads comprising 

fucoidan found is higher and increases with time (Figure 5).  

The inventors further observed the lack of affinity for large beads comprising fucoidan for 

unactivated endothelium, since these particles are circulating and are not found at the area of 

interest. They also quantified the total number of beads accumulated at the activated endothelium 

at the end of the experiment, this number being expressed over the number of leukocytes found in 

the area of interest (Figure 6).  

The functionalized large beads have an affinity for an activated endothelium over 18 times greater 

than non-functionalized large beads (187 beads comprising fucoidan on average per 100 leukocytes 

versus 10 beads per 100 leukocytes). They further demonstrated that functionalized beads prepared 

in the presence of an imaging compound have a high affinity for activated endothelium, whatever 
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the imaging agent encapsulated (206 beads with fucoidan and USPIO and 176 beads with fucoidan 

and PFOB, with results expressed per 100 leukocytes in the area of interest).  

It is therefore possible to incorporate an imaging compound in the large beads without affecting 

their affinity for the activated endothelium. The inventors therefore have shown that the large beads 

of the invention prepared in the presence of fucoidan, with imaging agent or not, have a strong 

affinity for an activated endothelium. 

 

IV - Detection of beads by MRI imaging, ultrasound and scintigraphy 

1.MRI 

Ex vivo, the inventors tested the large MPIO by injecting them into an aneurysm of the abdominal 

aorta, which is a rat model developed in the laboratory.  

After injection of the suspension of large MPIO, the inventors observed interactions by MRI. The 

beads comprising  fucoidan and USPIO show a strong MRI contrast and a high affinity for the inner 

wall of an aneurysm.  

The inventors then performed histological sections of the aneurysm in which functionalized MPIO 

were injected. For this purpose, the inventors performed an immunolabeling of P-selectin. They 

observed that the beads are preferentially localized at the wall of the aneurysm and the fragments of 

thrombus. In addition, areas where the beads are adsorbed on the wall correspond to areas where P-

selectin is expressed and we find much iron in the same places that our beads. 

 

In vivo, the inventors injected the large MPIO comprising  fucoidan, prepared with first example 

protocol, into the carotid artery of a rat suffering from an abdominal aortic aneurysm (AAA) and a 

strong MRI contrast were observed at the inner wall, 80 minutes after the injection (Figure 7). 
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2. Ultrasound 

In vitro, using a device for assessing the echogenic particle flow, the inventors demonstrated the 

echogenicity of the large beads PFOB of the invention (Figure 8). They also showed the echogenicity 

of beads of average size 49 microns (Figure 13).  

 

Therefore, the inventors have demonstrated the echogenic characteristic of the PFOB large beads of 

the invention. Those results therefore corroborate that said beads are highly adapted for use as 

contrasting agents in vivo. 

 

In vivo, the inventors tested the large beads comprising PFOB and fucoidan by injecting them (200 

microL of 150 mg/mL beads in 0.9% NaCl) into the carotid artery of a rat AAA. Ultrasound imaging 

showed circulating echogenic beads in the abdominal aorta and accumulation of an echogenic signal 

in the aneurysmal area, 5 seconds after the injection (Figure 9). As a control, the inventors tested the 

large beads comprising PFOB but not fucoidan and they showed that these circulating echogenic 

beads in the abdominal aorta did not accumulate in the aneurysmal area for up to 5 minutes after 

the injection. 

3. Scintigraphy 

To detect small and large beads by scintigraphy, the inventors have coupled them to 99mtechnétium. 

The stability of this coupling in vitro in 0.9% NaCl was tested.  

In plasma, the grafting of the technetium is considered stable for 1 hour. The inventors therefore 

studied the distribution of organic beads 30 minutes after the injection into the penis vein. The 

manipulation was performed after injection of small beads comprising or not  fucoidan and 

radiolabeled with 99mTc in a healthy rat and in a rat AAA. Results are presented as percentage of 

radioactivity in each organ, compared to the total radioactivity injected. At the rat aorta suffering 

from abdominal aortic aneurysm, radioactivity was found 4 times greater than that found in the rat 

aorta of healthy rat (8.2% vs. 1.9%). The results indicate that the small beads of the invention are 

accumulated at the aneurysm.  
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The inventors further injected small beads comprising  fucoidan and 99mTc (200 microL of 50 mg/mL 

beads in 0.9% NaCl) into the penis vein in order to image by in vivo scintigraphy the presence of 

these beads in the rat AAA (Figure 10). 

On the frontal section of a rat AAA, there is an obvious contrast enhancement in the aneurysm, 

compared with the abdominal aorta of a healthy rat and with a rat AAA injected with small beads 

comprising 99mTc but not  fucoidan. These results indisputably show that small 99mTc-MP-fucoidan can 

be used to detect in vivo by scintigraphy, the presence of AAA in a rat. To quantify this signal, the 

inventors measured by autoradiography, the radioactivity found on activated cross-sections of 20 

microns, produced by a microtome from abdominal aorta of healthy rats and rats bearing AAA 

(Figure 11). The inventors find an average activity by cutting more than four times the level of the 

abdominal aorta of rat AAA compared with healthy cell of the rat (3575 counts versus 752 counts, 

respectively). 

The inventors then performed histological sections of the aneurysm of the rat that was injected with 

functionalized radiolabeled small beads. For this purpose, the inventors performed an 

immunolabeling of P-selectin and a polysaccharide staining with alcian blue (Figure 12). They 

observed that the beads are preferentially localized inside the wall of the aneurysm and the 

fragments of thrombus. In addition, areas where the beads are adsorbed inside the wall correspond 

to areas where P-selectin is expressed. 
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CLAIMS 

 

1. Method for preparing beads comprising an imaging agent comprising the following steps : 

i) preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of at least one 

polysaccharide, an amount of an imaging agent and an amount of a cross linking agent ; 

ii) dispersing said alkaline aqueous solution into an hydrophobic phase comprising a 

surfactant in order to obtain w/o emulsion ; and 

iii) transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide: 

wherein, 

said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, agar, alginic 

acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof; and 

wherein said at least one detectable compound is chosen among: 

 A) MRI imaging compounds selected in the group consisting of ultrasmall superparamagnetic 

iron oxide particles (USPIOs), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), dysprosium III (Dy3+), 

iron III (Fe3+), manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+), and mixtures thereof; 

 B) radioactive imaging compounds selected in the group consisting of carbon-11 (11C), 

nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), 

technetium-99m (99mTc), indium-111 (111In), iodine-131 (131I), rhenium-186 (186Re), and 

thallium-201 (201Tl), terbium and mixtures thereof; 

 C) contrast-enhanced ultrasonography imaging compounds, preferably perfluoroctyl bromide 

(PFOB), acoustically active microbubbles and acoustically active liposomes;  

 D) fluorescence imaging compounds selected in the group consisting of quantum dots, 

fluorescent dyes such as Texas red, fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), 

rhodamine, fluorescein, carbocyanine, Cy-3, Cy-5, Cy5.5, Cy7, DY-630, DY-635, DY-680, and 

Atto 565 dyes, merocyanine, styryl dye, oxonol dye, BODIPY dye; 

 E) X-ray contrast compounds such as iodine; and 

 F) mixtures thereof. 
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2. The method according to claim 1, wherein said method further comprises a step iv) of 

incubating the beads obtained in step iii) with a solution of fucoidan to graft fucoidan on the surface 

of the beads. 

 

3. The method according to any claim 1 or 2, wherein said at least one detectable compound 

is an MRI imaging compound selected in the group consisting ultrasmall superparamagnetic iron 

oxide particles (USPIOs), gadolinium III (Gd3+), chromium III (Cr3+), dysprosium III (Dy3+), iron III (Fe3+), 

manganese II (Mn2+), and ytterbium III (Yb3+), and mixtures thereof. 

 

4. The method according to any one of claims 1 to 3, wherein said at least one detectable 

compound is a contrast-enhanced ultrasonography imaging compound, preferably such as 

perfluoroctyl bromide (PFOB). 

 

5. Method for preparing beads comprising radioactive imaging compounds comprising the 

following steps : 

a) preparing an alkaline aqueous solution comprising an amount of fucoidan, an amount of at 

least one polysaccharide and an amount of a cross linking agent ; 

b) dispersing said alkaline aqueous solution into a hydrophobic phase comprising a surfactant 

in order to obtain w/o emulsion ;  

c) transforming the w/o emulsion into beads by placing said w/o emulsion at a temperature 

from about 4°C to about 80°C for a sufficient time to allow the cross-linking of said amount of 

polysaccharide; and 

d) putting the obtained beads in contact with radioactive imaging compounds chosen in the 

group consisting of carbon-11 (11C), nitrogen-13 (13N), oxygen-15 (15O) and fluorine-18 (18F), , 

gallium-68 (68Ga), yttrium-91 (91Y), indium-111 (111In), rhenium-186 (186Re), thallium-201 

(201Tl), terbium, and mixtures thereof; 
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wherein said polysaccharide is selected from the group consisting of dextran, pullulan, fucoidan, 

agar, alginic acid, hyaluronic acid, inulin, heparin, chitosan and mixtures thereof. 

 

6. The method according to claim 5, wherein said method further comprises a step c') after 

step c) and before step d) of incubating the beads obtained in step c) with a solution of fucoidan to 

graft fucoidan on the surface of the beads. 

 

7. The method according to any one of claims 1 to 6, wherein said method further comprises 

the following steps:  

-v) or e) submerging said beads into an aqueous solution ; and 

-vi) or f) washing said beads. 

 

8. The method according to any one of claims 1 to 7, wherein said cross-linking agent is 

selected from the group consisting of trisodium trimetaphosphate (STMP), phosphorus oxychloride 

(POCl3), epichlorohydrin, formaldehydes, hydrosoluble carbodiimides, and glutaraldehydes. 

 

9. The method according to any one of claims 1 to 8, wherein said hydrophobic phase is 

selected from the group vegetal oils, preferably from canola oil, corn oil, cottonseed oil, safflower oil, 

soybean oil, extra virgin olive oil, sunflower oil, palm oil, MCT oil, and trioleic oil. 

 

10. The method according to any one of claims 1 to 4  , wherein said at least one imaging 

agent is detectable by planar scintigraphy (PS), Single Photon Emission Computed Tomography 

(SPECT), Positron Emission Tomography (PET), contrast-enhanced ultrasonography (CEUS), Magnetic 

Resonance Imaging (MRI), fluorescence spectroscopy, Computed Tomography, ultrasonography, X-

ray radiography, or any combination thereof. 

 

11. A bead obtainable by the method according to any one of claims 1 to 10. 

 



165  ANNEXE : BREVET 

 

12. The bead according to claim 11, wherein said bead has a size comprised from 5 nm to 

10µm, preferably from 5 nm to 5 µm, more preferably from 1 µm to 5 µm. 

 

13. Use of the bead according to claim 11 as a contrasting agent.  

 

14. Microparticle obtainable by the method according to claim 3 for use in magnetic 

resonance imaging. 

 

15. Microparticle obtainable by the method according to claim 4 for use in ultrasonography. 

 

16. Microparticle obtainable by the method according to claim 5 or 6 for use in scintigraphy. 

 

17. Microparticle obtainable by the method according to claim 1 for use in x-ray-based 

imaging methods. 
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ABSTRACT 

 

The present invention relates to a method for preparing beads comprising imaging agent. 

The present invention further provides beads highly useful for medical imaging. 
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Figure 1/13 

 

 

 

Figure 2/13 
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Figure 3/13 

 

 

Figure 4/13 
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Figure 5/13 

 

 

Figure 6/13 
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Figure 7/13 
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Figure 8/13 

 

Figure 9/13 
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Figure 10/13 

 

 

Figure 11/13 
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Figure 12/13 
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Figure 13/13
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Inserm U698 – Laboratoire de Bio-ingénierie de polymères cardiovasculaires 

Résumé 

Les pathologies cardiovasculaires et leurs conséquences représentent actuellement un problème de 

santé publique majeur dont la prise en charge pourrait être considérablement améliorée par le 

développement de nouvelles méthodes de diagnostic non invasives. Ce projet doctoral vise à 

développer des microparticules polysaccharides injectables dans la circulation sanguine permettant 

l’imagerie moléculaire des pathologies artérielles. Grâce à un procédé d’émulsion-réticulation, nous 

avons synthétisé ces microparticules qui sont d’une part fonctionnalisées avec du fucoïdane afin de 

pouvoir cibler la P-Sélectine qui est une molécule d’adhésion exprimée au niveau de la paroi 

artérielle lésée, et d’autre part, conjuguées à des agents de contraste afin d’apporter un signal en 

imagerie. Nous avons alors développé 2 outils d’imagerie moléculaire propres à 2 modalités 

classiques d’imagerie médicale. Afin de suivre les microparticules en tomographie par émission 

monophotonique de positons (TEMP), nous les avons radiomarquées avec du technétium 99m et 

pour les détecter en imagerie par résonance magnétique (IRM), nous les avons chargées avec des 

nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques. Nous avons ensuite validé l’efficacité de ces 2 

outils d’imagerie moléculaire avec des essais précliniques en imagerie in vivo chez le petit animal sur 

des modèles de pathologies artérielles. Les résultats obtenus sont très encourageants et ces 2 outils 

d’imagerie moléculaire ont un fort potentiel clinique pour le diagnostic des pathologies artérielles. 

Nous avons également observé que les microparticules migrent dans la paroi artérielle dégradée au 

niveau des pathologies étudiées. Cette propriété singulière pourrait s’avérer très intéressante pour 

les futurs travaux qui consisteront à utiliser ce support pour véhiculer des molécules thérapeutiques 

au cœur des différentes pathologies artérielles. 

Mots clés : Fucoïdane, P-Sélectine, TEMP, IRM, Agents de contraste 

Abstract 

Cardiovascular diseases and their consequences constitute nowadays a major health issue. Their 

treatment could be substantially improved with the development of new non invasive diagnostic 

techniques. The aim of this doctoral project is to develop injectable into blood stream polysaccharide 

microparticles that would permit molecular imaging of arterial pathologies. From an emulsion-

crosslinking process, we synthesized these microparticles which are on the one hand functionalized 

with fucoidan to target P-Selectin which is expressed at damaged arterial wall, and on the other hand 

combined with contrast agents to bring an imaging signal. We developed 2 molecular imaging tools 

dedicated to 2 classical medical imaging modalities. In order to track the microparticles by single 

photon emission computed tomography, we radiolabeled them with technetium 99m and to detect 

them by MRI, we loaded them with superparamagnetic nanoparticles of iron oxide. We then have 

validated the efficiency of these 2 molecular imaging tools with preclinical studies of in vivo small 

animal imaging of arterial disease models. The obtained results are very promising and these 2 

molecular imaging tools have a strong clinical potential for the diagnosis of arterial pathologies. We 

also have observed that the microparticles tend to migrate though the damaged arterial wall. This 

specific property could turn out to be very interesting for future works which will consist in using this 

technology to convey therapeutic molecules directly into the core of the arterial pathologies. 

Keywords: Fucoidan, P-Selectin, SPECT, MRI, Contrast agents 


