Largage de medicaments par ultrasons et imagerie
super-resolue
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L'échographie est une modalité d’imagerie flexible
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L’échographie est effectuée grace a une sonde ultrasonore
branchée sur un scanner

.

Scanner ultrasonore
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Une sonde multi-éléments permet de focaliser

Impulsions
électriques | 2===TTT T T[T
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La focalisation est également

Beamtorming _

effectuée a la reception
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Les images sont reconstruites ligne par ligne
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Les images sont reconstruites ligne par ligne
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La focalisation limite la cadence d’'imagerie

» Frame Rate ~50Hz

Environ 100
{IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

éléments
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L’'imagerie ultrarapide est effectuée grace a des ondes planes

Beamforming Logiciel (GPU)
AN

RAM memory
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L’'imagerie ultrarapide peut reconstruire |'élasticite des
tissus en optique

Camera : 50 fps
BHW: (Belly Half Width) : 20 cm
Shear Wave speed : ¢ = BHW/0.2s =1 m/s
c= 1 m/sgives E =3 kPa
Conclusion : E = 3 kPa correspond a I'élasticité du gras!

N
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La propagation d’'une onde de cisaillement peut étre filmee avec
I'imagerie ultrarapide

10000 images par seconde

Speckle

o

M. Fink, M. Tanter, “Multiwave Imaging and Superresolution”
Physics Today, 63(2), 28-33, Feb. 2010

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



| ’élasticité des tumeurs du sein est mesurée

Propagation

: ‘l‘.l.ll'lh&?lli'-i tl_l-.llll de I,Onde de

E“meF” : cisaillement
u sein

Elastography
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L’élastographie peut maintenant distinguer les tumeurs
bénignes et malignes

Galerie
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L'élastographie peut

maintenant distinguer les tumeurs

bénignes et malignes
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L'élastographie peut maintenant distinguer les tumeurs
bénignes et malignes

Galerie

CENTRE A. LACASSAGNE SL 154 /Breast
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144
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Carcinome
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(grade 1)
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Courtesy of Drs Balu-Maestro & Chapellier

Investigational Use Only — Not for Diagnosis
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Le prototype a permis un autre prototype et puis un
scanner clinigue

- 4

| TR

1996-2002 2004-2005
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Le réve de lI'imagerie ultrarapide temps reel est devenu realité
grace aux cartes graphiques
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Tanter et al. IEEE UFFC 2013
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L’'imagerie ultrarapide donne acces
a une nouvelle physique

Blood motion (Doppler)
Shear wave travelling ) ~Giirs

mm

A ———
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L’'imagerie ultrarapide permet un gain significatif en
sensibilité. Ici sur un cerveau de rat.

L g
M

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



Tue Dec 09 15:34:02 2014

Amira

Demene et al. 2015



L’activation de régions du cerveau, lors de I’épilepsie,
peut étre observée par échographie fonctionnelle

& ,“‘ " ,7- time (s) -198

Macé et al., Nature Methods 2011

——
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Les ultrasons fonctionnels permettent d'imager les
animaux vivants et éveillés

fMRI fUltrasound
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LU'échographie fonctionnelle clinique pourrait combler les
lacunes de I'IRM

erie

Nerimag

des nouveaux-nés
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Imagerie temps-reel d’'une pathologie d'un
grand préematuré

Coronal C.Demené et al, under review, 2017
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Le Doppler ultrasensible peut détecter les
crises d’epilepsie chez le nouveau-né

Voies EEG

g Droite

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

C.Demené et al, under review, 2017
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L'échographie fonctionnelle peut étre réalisee
pendant une chirurgie

-

Collaboration D. Chauvet, L. Capelle
Service de Neurochirurgie, Pitié Salpétriere
PhD Marion Imbault

Inferior

Anterior-—>x, Posterior
Superior

M.Imbault et al, under review, 2017
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Il N’y a pas de caribou a Montreal

Caribou des bois, écotype forestier
Aire de répartition - Québec

Montréal

1500 km!!!

et e
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Mes interéts: la synergie ultrasons + agents injectables
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En échographie, les microbulles sont utilisées
pour révéler les vaisseaux sanguins

Microscopie Agents Qe contraste ultrasonore

F o
Q ‘ -_
a
W Uo . Ce— »
p ) - F"ll nu F
o - ' t’“:S\\“‘
(o) F/ \F
C :
00 o | ©
g -
() © F
®
O . -
09 © o
O e
C \
10 um o ©
I o
See Burns et al., 2006
el

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



==+ Microbulles

Les bulles clinigues sont réesonantes et non-linéaires
— TISSUS

100
Resonance

1
10 i
I \
I \
I\
I Se———
i Acoustic cross-section normalized
to geometric cross-section :

frequency (MHz)

-

0.01

150 175  20.0

—
[
l-.--

-
-

75 100 125
Frequency (MHz)

O. Couture et al., Mai 2017

2006

INVERSION

Burns et al.,

PULSE

HARMONIC

FUNDAMENTAL
Institut Langevin Ondes et Images

M



L'imagerie ultrarapide est adaptéee a I'imagerie des
agents de contraste

Single channel
processing

IJltrasonic
array

Focused
pulse

»

Focus point

ilmaging line
1128 per image

I ——
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128 parallel channel
processing
LT

Ultrasonic
array

Plane pulse

Imaging plane
1 per image

Couture et al. UMB 2009
Couture et al. Molecular imaging 20122
Couture et al. IEEE UFFC 2012
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Les agents de contraste sont plus facilement detectés en
Imagerie ultrarapide

Conventionel Ultrarapide
<§E e 4 125dB
= Z | - Gain
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Les agents de contraste ultrasonore permettent

une |mager|e transcranienne
Bilateral Thmned -skull B Intact Skull (IS)

15 MHz 15 MHz
Linear array Linear array Ultrasound gel

—— / /Skin

\

Without Without With
W E Microbubbles Microbubbles F

Errico et al. Neuroimage 2015
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L'imagerie ultrarapide des agents de contraste
sensible a l'activité cérébrale a travers le
crane

Bilateral TSW

Bilateral TSW

Without -' % ,Wr‘\{ﬁﬁffu
Microbubbles “ <y - S

Bilateral TSW

I A2 T“!'T'f"'/
. %

Intact skull (IS)
Without
Microbubbles

Intact skull (IS) C
With
Microbubbles

Errico et al. Neuroimage 2015
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Les processus moléculaires sont détectables a
I'aide d’agents de contraste cibles

Shiga toxin

| Linker
8 (biotin-avidir

Lipid shell

Antibody

Antigen

Cell Couture et al. 2007
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Les expériences ont été réalisées sur des
tumeurs sous-cutanées

A

Transducer 15 MHz
Supersonic Imagine

Moteur 1 axe \/2

etro-orbital injection

Subcutaneous tumor
B16, DU145, PANC

Anesthesia isoflurane

8 ——
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L’angiogénese tumorale est détectée grace aux
microbulles ciblées

Non-targeted bubbles

Green: Plane-wave )
Amplitude Modulation P

Tumor targeted with
Shiga

M Couture, Dransart et al. 2011
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L’'imagerie ultrarapide réevele des évenements
ponctuels liés aux microbulles

Time=2 ms

Tumor

Frame rate:
5000 kHz
Differential imaging
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FPALM localise des sources fluorescentes avec une
resolution du nanometre

~ .
=
1.0 um
9014 NOBEL PRIZE
"IN CHEMISTRY
EriC Betzig et al, 2006,

Science

Betzig

Des millions d’événements individuels sont requis
pour reconstruire une image

L et )
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La resolution d’une imagerie est limitee par la
longueur d’onde

Deux sources
distinctes

Critere de Rayleigh

Deux sources
Indistinctes
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Les sources deviennent distinctes lorsqu’elles
sont activees individuellement

A/‘\/\/\
g

InstittitEangevin Ondes et Images

P-FPALM image of a fixed fibroblast

(scale bar =1 um).
Gould et al. Nat Methods 2008. (Hess group)
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L’'imagerie ultrarapide permet la décorrelation des
maicrpbulles par leur mouvement et leur destruction

Ultrafast scanner

probe

A ceo T Unique
cstoooooo7 eventson
| b ~ filtered

... images

Tumor

Skin

Microbubbles
targeted to

angiogenesis _ _ B IS
Implanted tumor in mice A

- . Couture et al. Molecular Imaging, 2011
Institut Langevin Ondes et |mages Couture et al. IEEE 1US, 2011 O. Couture et al., Mai 2017



La super-résolution ultrasonore a été introduite en 2011
Ultrafast Ultrasound Localization Microscopy (UULM)

Cross-section of a channel with flowing
microbubbles, imaged with ultrafast ultrasound

Channels©°°  ppMS

“Microbubble ultrasound super-localization imaging (MUSLI)”, O. Couture et al., IEEE-IUS Symposium 2011

Patent: Couture O, Fink M, Tanter M (2010), “Method and Device for Ultrasound Imaging”, PCT/FR2011/052810
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Les bulles sont détectables dans des canaux microfluidiques
plus fins que la longueur d’onde ultrasonore

2D Matrix

:
. "-
¢
:
— Ll 1
= &
:
\
- icd

Desallly et al.,
APL, 2013 Vascular model
iIn PDMS
= et s .
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Le critere de Rayleigh est déepassé
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Un modele de microvasculature peut étre reconstruit grace a
I'imagerie par localization ultrasonore

|
Y U
Optical Conventional

microsco us _
. b Desallly et al., APL, 2013
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Jusqu’ou peut aller la resolution?

1.0 um

Resolution limit in FPALM
S

Oxy) = W

S: Standard deviation

b o — p——— s,
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Resolution limits in
ultrasound localization microscopy

o, ~ A

A: Constant

c: Speed of sound

o,. Timing resolution
of the system

Zy. Target depth

“ Resolution limits in ultrafast ultrasound localization microscopy”, Y. Desailly et al., PMB, 2015
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La microscopie par localisation ultrasonore devrait atteindre des
resolutions micrometriques

Biomedical US Imaging Number of Predicted
application  Frequenc depth (mm) elements Lateral
o | 4 P Resolution
Breast 7 MHz 30 128 10 pm
Liver, Heart 3 MHz 70 192 20 um
Brain 15 MHz 10 108 _—
(rodents) u

“ Resolution limits in ultrafast ultrasound localization microscopy”, Y. Desailly et al., PMB, 2015

U pa— —
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La microscopie par localisation ultrasonore devrait atteindre des
resolutions micrometriques

Biomedical US Imaging Number of Predicted
application  Frequenc depth (mm)  elements Lateral

°F | d P Resolution
Breast 7 MHz 30 128 10 pm
Liver, Heart 3 MHz 70 192 20 um

Brain

(rodents)

“ Resolution limits in ultrafast ultrasound localization microscopy”, Y. Desailly et al., PMB, 2015
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Setup experimental in-vivo

Ultrasound imaging parameters
* Imaging Frequency=15MHz

« 128 emitting elements
 Pitch=0,08 mm

* Frame Rate=500Hz

Ultrasound contrast agents

Em Initial concentration : 2*108 (A D
BRACCO) ububbles/mL ’
v Boluses of 150 pL were injected l
LIFE FROM INSIDE every 15 minutes ‘ i
Claudia Errico
e e

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



L'imagerie ultrarapide distingue des sources ponctuelles dans le
cerveau du rat

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



'imagerie ultrarapide distingue des sources ponctuelles dans le
cerveau du rat
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m “‘Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging”, C. Errico et al., Nature

Institut Langevin Ondes et Images

O. Couture et al., Mai 2017



En quelques dizaines de secondes, des millions de microbulles ont été
localisées

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



La résolution des ultrasons est améliorée d’'un facteur 10

SO— “Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging”, C. Errico et al., Nature, 2015
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La résolution des ultrasons est améliorée d’'un facteur 10

: . Imagerie Doppler conventionelle

500um

e e C. Errico et al., Nature, 2015
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La résolution des ultrasons est améliorée d’'un facteur 10

m “Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging”, C. Errico et al., Nature, 2015
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La résolution des ultrasons est améliorée d’'un facteur 10

o
oo

Amplitude (Arb. Units)

40 60 80
Distance ( um)

“Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging”, C. Errico et al., Nature, 2015
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La microvasculature du cerveau peut étre reconstruite plan par plan a une
résolution micromeétrique

Bregma 0.5mm

1 mm

Bregma -o.5 mm

M.
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Le suivi des microbulles a I'échelle de la milliseconde permet de créer un
vecteur vitesse pour chacune d’elle

Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



Le suivi des microbulles a I'échelle de la milliseconde permet de créer un
vecteur vitesse pour chacune d’elle

. Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



L'imagerie uItraraplde permet une grande gamme dynamique de vitesse

15 n=52

T
%) n= 64
E10"
E
2
8 5|
q) ****
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fr—— C. Errico et al., Nature, 2015
O. Couture et al., Mai 2017
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L'imagerie super-résolue a été exploitée en transcranien

Transcranial ultrafast Doppler

vascularization map Transcranial uULM
— 4 inm,
Aiha i i~
BT e A
(2
-~
2 mm Pe— | W

8 ——
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Le mouvement affecte fortement les images super-résolues

Hingot et al. 20164, in preparation
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La correlation de phase permet de corriger ces mouvements

4 Original dataset
74 000 images
10x interpolation

Peak detection

(Ax,Az) =

arémax {?_1 ( F{B} o F*{C} >}

(x,2) |F{B} o F*{C}|

e e s = YYUYE W\
% NS R

N
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La correction de mouvement ameliore les images floutees

Corrected motion

O. Couture et al., Mai 2017
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L'imagerie ultrarapide permet de dépasser la limite de resolution

ultrasonore
* Des millions de microbulles sont localisées

» La vitesse du sang est facilement
mesurable

-\
« Les doses de microbulles sont déja utilisées |

en clinique
PN
- La correction de mouvement est nécessaire’ A
7 s
f \ %
e
»\ 5 s

m “Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging”, C. Errico et al., Nature, 2015 [in press]
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-+ { Microscopie par localisation

PO B B
/250 YLD ultrasonore
; - Theranostique ultrasonore
I — super-résolu

»

Deélivrance ultrasonore
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Le tatouage in-vivo pourrait améliorer la chirurgie

: e g Droplets
image X
o — . i
4 %\ y
Tumor 1) Ultrasound :
Ll focus
. o™ — -

L.
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Il y a plusieurs stratégies d’encapsulation sensible aux
ultrasons
JAN LIPOSOM B MICELLES  C _co0e

MICROBUBBLES ., D

Targeting
Antibodies

hokoirdnd

100-400 nm

G COMPOSITE DROPLETS

Gaseous perfluorocarbon

Hydrophilic
y p (SFG' C4F10)

7P, /  drugs

PEG-chains

% _ Liquid
=8 perfluorocarbon

®=2 Aqueous
solution

Ll (Couture et al., 2014)
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Des grandes quantitées de fluoresceine peuvent étre
encapsulées dans les gouttes composites

i .

production

@
3.
Monodispersity ,—V’W\ o

Parallelized = &

Fluorescein-saturated

aqueous solutk.

= | Perfluorocarbon

Spm
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Le largage est induit par ultrasons a un seuil tres précis

Peak-Negative Pressure (MPa)

Couture et al. 2009, 2011,2012

. _--h"l?;iz it i . 4.:‘:‘:;" f < 1:‘ .‘
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Les microbulles sont injectées en intra-veineuse
dans un rat

Heating Pad

Supersonic Imagine

A ———
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Le suivi ultrasonore montre des zones plus
échogenes

PNP (MPa)

Axial (mm)
28

8

T8 10 12 14 16 18
Lateral (mm)

©o

Axial (mm)
® 3

-30

i ~ - s ‘ a
10 12 14 16 18
e . Lateral (mm)
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Les cibles de focalisation sont observables par
Imagerie de fluorescence

S 5
Release zones —— < Release zones %
& y _~  Skin -
o S A b
F ‘ "“ - 3 a
Liver “w — 2
Z, ArterL,‘-:f'

Couture et al. 2012
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Une caméra intra-opératoire déetecte les zones

de largage
‘ :

. i
Fluobeam (Fluoptics, Grenoble)
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Les gouttes pourraient étre utilisées pour créer des
reactions chimiques l

«—_____ De-encapsulated
A inner phase

Vaporized
Perfluorocarbon

Bezagu et al. 2013

Mixed inner phase
Yielding product C

o et sy
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Des médicaments pourraient étre
Crées in-vivo

After co-injection

Non-targeted tissue

At ultrasonic pulse - No ultrasound

B @ A ;

After reaction No reaction

o & @
O B

o .
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La chimie click peut étre induite localement par
ultrasons

-58.ms
3 ]

w5

HO 0.0 MeO = OMe 0__0
Bezagu et al. 2013 . MEOOME

1 2

_
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La réaction chimique est controlée dans lI'espace et
dans le temps

a) b)
SRS B L R #-(. ‘ ’
100 um 100 pm

Before ultrasonic pulse After ultrasonlc pulse

Bezagu et al. 2013

o et sy
Institut Langevin Ondes et Images O. Couture et al., Mai 2017



La fluorescence, le marqueur de la réaction, est
détectable apres induction ultrasonore

4500 —--

4000 —| :
3500 — -

3000 —

2500 — .

2000 —-L

lFtensity (2. U]

1500 —|

1000 -

all —

Tirne (ms) Bezagu et al. 2013
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La réaction chimique peut étre guidée grace a
I’échographe

Bezagu et al. 2013
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Des medicaments anti-cancéreux pourraient étre induits

®

localement
I
‘A ‘ drug
A = pro-drug B = enzyme

4 )

(Nj\‘/g H\
(o) \0

DA
HN //
—NH ©
Monomeéthylauristatine E (MMAE)

ICsy: 0.19 NnM (KB, human mouth carcinoma)
Non commercial

Prodrug: MMAE-glu
ICsp: 20.8 NnM (KB, human mouth carcinoma)

—— \_
_
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Les gouttes ont été larguées dans des plagues 96 puits
avec des cellules

Variable

CM = culture medium
+/- enzyme

Microtiter —> to RF amplifier

. Rlate § = o o] = = L o= /_ and generator

Transducer

Marine Bézagu 4 x 1 pulse of 5 cycles, = 11 MPa PNP, 1.5 MHz, 37 ° C
KB cancer cells
XTT cell viability assay, normalization by non-treated cells

o .
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Les prodrogues sont bien encapsulées dans les gouttes et
une mortalité spécifique est observable sur les cellules
cancereuses

125+

-

o

o
=1
wn

~
(@)}

9))
o

® - MMAE-glu 0.1 mM
in cell culture medium

=
>
=
o)
8
S
8 R -T-
e
Q
N
©
£
|
o
=

N
(&)
L

04+t= T r T T
Droplets (MMAE 0.1mM) 0.01% - - - - + +
Droplets (MMAE-glu 0.1mM) 0.01% + + + +
Ultrasound + + . . . +
B-glucuronidase . + - +

e e
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Peut-on faire de la thérapie ultrasonore ultrarésolue?
Le cas des gouttes composites

1200 . .

1000 r
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400
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—
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Un sulivi constant et une augmentation graduelle des
pressions permet de limiter le largage dans une zone plus
fine que la longueur d’'onde

(b)

- Lateral direction
~ A—-

I Axial direction

S— Macroscope (x8)
®

direction

Normalized Pressure
N
b ;

Release spot .

N\

Lateral (mm) Culture plate

0
-0.5

Elevation (mm) <1 26
Ultrasound
array
Water bath
Hingot et al. 2016b, accepted
o et s Yk
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Une résolution d’'un quart de longueur d'onde est
atteignable

€) ’ (b) (c)
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Deux points de largage peuvent étre induits a une distance
d'un quart de longueur d'onde

- _ ©)
0.3 1 Wavelength = 0.3 mm
; Distance = 0.07 mm
R
v 0.2 . "‘\‘
o) A
5 7 . {1l
S ] — 1st Delivery l,' |‘
: 1 =-==2nd Delivery ; ! [
0 0.1 R
m : [ !
04 i \
-ﬂ'mﬂTm'rl'mﬂTme

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Lateral Distance (mm)

Hingot et al. 2016b, accepted
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