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1 Introduction générale

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est devenadechnique incontournable, que ce
soit la spectroscopie haute résolution pour laatérsation de composés chimiques ou de
protéines, ou que ce soit I'imagerie médicale, [de pn plus utilisée pour la détection et la
caractérisation d'états pathologiquesvivo, la spectroscopie a d'abord été tres utilisée pour
la caractérisation métabolique de pathologies. Bllensuite été délaissée au profit des
nombreuses techniques dimagerie qui se sont dgvetoet qui permettent d'exploiter
différentes caractéristiques de l'eau pour obserdd#férents paramétres (anatomie,
perméabilité, diffusion,...).

Avec le développement d'antennes plus efficaces,ailleure maitrise des gradients, des
champs plus élevés et autres avancées technolsgitpiespectroscopién vivo connait
actuellement un nouvel essor.

Aux champs classiquement utilisés en clinigud ), la spectroscopie permet principalement
de distinguer le NAA, la choline, la créatine ednd des cas pathologiques, le lactate. Avec
l'utilisation de temps d 'écho courts et de chaéipgés, il est possible de quantifier jusqu'a
15 métabolites. L'utilisation de techniques d'éditpermet de séparer des molécules dont la
détection est impossible dans des spectres classigomme le glutamate, le GABA ou la
taurine. L'imagerie spectroscopique, qui consisteguérir des spectres en chaque point de
I'image, bien que tres informative restait marginath raison des durées longues d'acquisition.
Elle profite désormais des développements des iobs d'imagerie rapide, et retrouve un
attrait.

Bien que la spectroscopie d'une maniére généraleuse technique maintenant trés bien
maitrisée, sa mise en ceuwmevivo est difficile. Une premiére difficulté est lied'd@btention
d'un champ magnétique homogene. En effet, la gudlitn spectre est directement liée a
I'hnomogénéité du champ magnétique, les raies @tantlarges dans un champ magnétique
dont I'hnomogénéité est imparfaite. Comme l'airectlaque raie est proportionnelle a la
guantité de protons, si la raie s'élargit, sonnsité diminue et conduit donc a une baisse du
rapport signal/bruit. De plus, un élargissementrdéss peut aussi conduire a la superposition
de raies dont les déplacements chimiques sont @so&mn spectroscopie haute résolution, sur
un échantillon, des largeurs de raie de l'ordrelde peuvent étre obtenuds vivo, les
largeurs de raie sont rarement inférieures a 120tz pour un volume d'intérét de 64puL.
Les effets de susceptibilité magnétique aux integaentre les tissus est en grande partie la
cause de cet élargissement. De plus, la taille diunwe d'intérét rend difficile une
homogénéisation du champ magnétiqgue. L'homogérkitechamp magnétique reste un
élément crucial pour la spectroscopie.

Une autre difficulté de la spectroscopie est lasgnée abondante de l'eau. Alors que
limagerie met a profit la présence de l'eau, eectspscopie, cette importante résonance
masque celles des autres molécules auxquelles detrgpcopie s'intéresse. Il est donc
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nécessaire de s'affranchir de cette résonancepgouwoir distinguer les résonances d'intérét.
La suppression du signal de I'eau en RMNivo est rendue difficile par la taille du volume
dans lequel le signal de I'eau doit étre supprines. impulsions RF ne sont pas homogéenes
sur I'ensemble du volume, tous les protons ne sebigionc pas la méme impulsion ; de plus
leur frequence de résonance peut varier dans lemegl en raison de variations du champ
magnetique statique. Il est donc nécessaire gettities techniques plus perfectionnées qu'en
RMN haute résolution pour obtenir une suppressiorsignal de l'eau dans I'ensemble du
volume d'intérét sans affecter les autres résosance

La spectroscopieén vivo nécessite l'utilisation de techniques de locabsatu signal. La
premiere maniére de localiser le signal utilisaie wantenne de surface pour I'émission et la
réception du champ radiofréquence. L'inhomogérdhitchamp créé par ce type d'antenne
empéche I'excitation des tissus éloignés de 'aetelre développement des techniques et des
systemes de gradient a permis d'améliorer la s@teatu volume, par l'utilisation de
techniques comme PRESS ou STEAM, qui permetteséldetionner dans les trois directions
de l'espace le volume d'intérét. L'utilisation de type de techniques permet aussi une
optimisation des parametres de la séquence d'@oguisn fonction du métabolite d'intérét.
Par exemple, le temps d'écho peut étre choisi deiema a privilégier la détection de
meétabolites tels que le lactate.

L'objectif de mon travail était d'améliorer les ddions d'acquisition pour la spectroscopie
localisée et I'imagerie spectroscopique chez Ig¢ aeimal pour la détection en particulier de
deux molécules, le lactate, métabolite et I''SUGAJécule exogéne qui permet une mesure
du pH. L'ensemble des études ont été réaliséesrsaimant de 7T équipé d'une console
SMIS. L'ISUCA est une molécule dont le déplacenamnimique varie en fonction du pH,
restant cantonée dans l'espace extracellulaieepetimet une mesure du pH extracellulaire.

Le second chapitre décrit les techniques utiliséesséquence de localisation PRESS et
l'imagerie spectroscopique par encodage spiral'epdcek. Ce chapitre comporte une
explication sur les choix de parametres d'acqarsititilisés pour la détection des deux
molécules ainsi que les difficultés qui en découlen

Le troisieme chapitre décrit les améliorations ant été apportées aux techniques
d'acquisition. Les imperfections des systemes ddignts conduisent a une différence entre
la trajectoire désirée dans l'espace k et la t@ijecréellement décrite. Une mesure de la
trajectoire réelle est alors nécessaire pour éuiterdégradation des images spectroscopiques.
La suppression du signal de l'eau a aussi été amde]iainsi que la sélection du volume
d'intérét.

Le quatrieme chapitre présente brievement une igebrde mesure des variations du débit
sanguin cérébral par marquage des spins artédaks wh volume d'intérét.

Le cinquiéme chapitre décrit la mise en place dtesbnique de shim automatique basée sur
les techniques FASTMAP et FLATNESS, qui permet églage de I'homogénéité du champ
magneétique basée sur la mesure des inhomogénéités.

Le sixieme chapitre est consacré au réglage demgstle préemphases. Ce systéme permet
de modifier les formes de gradients pour prendrecampte les effets de courants de Foucault.
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En effet, lors de variations brusque du champ miague occasionnées par les commutations
de gradients, des courants sont induits dans fi@nisedes €léments présents dans le fourreau
de gradients, qui eux-mémes générent un champ éppas forme de gradient obtenue
réellement au niveau de I'échantillon est déforarérgpport au gradient désiré. Pour résoudre
ce probléme, le systeme de préemphases permetrdgeg@éine commande de gradient
déformée de maniere a créer dans I'aimant un gracheforme au gradient désiré.

Les deux derniers chapitres sont consacrés augtprojologiques auxquelles les techniques
développés ont été appliquées. Le premier projeemur la mesure du pH extracellulaire
dans les tumeurs cérébrales. L'acidité du pHe tEntumeurs joue un réle important dans
leur prolifération. Pour mieux comprendre les mémaes qui conduisent a cette
acidification, une molécule exogene a été utilipéar mesurer le pHe. Cette molécule
présente une résonance dont le déplacement chimagigeen fonction du pH. L'utilisation de
I'imagerie spectroscopique par encodage spiratraipale cartographier d'une part le pHe et
d'autre part des métabolites, en particulier leatag et de comparer leurs distributions.

Le second projet biologique s'intéresse au roléagemonium dans le métabolisme cérébral
et en particulier dans la glycolyse. L'ammonium eétessaire a la formation du glutamate et
de la glutamine ; d'un autre coté, en quantitéessices, il est toxique pour le cerveau
puisqu'il est responsable des encéphalopathiesécatiges aux hépatites. Cependant, la
présence de sites de reconnaissance de I'ammouniudifféerentes enzymes de la glycolyse
laisse penser que I'ammonium puisse jouer un rales da régulation de la glycolyse.
L'évolution de la production de lactate suite a ippgerammoniémie sera étudiée.
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2 Techniques de spectroscopie in vivo

Dans les applications biologiques qui seront désrplus tard, deux techniques ont été
appliguées, la spectroscopie localisée et l'imagepectroscopique. Les parametres des
séquences d'acquisition ont été optimisés pouétiecton de deux molécules en patrticulier :
le lactate, molécule endogene et I''SUCA, molé@axegene utilisée pour la mesure du pH
extracellulaire.

2.1 Spectroscopie localisée

Différents types de localisation existent, lesspltilisées en spectroscopie du proton sont les
techniques PRESS et STEAM. La séquence STEAM coriduine perte de signal d’un
facteur 2, indépendamment des pertes liées auxstempelaxation. Néanmoins, l'utilisation
de cette technique est intéressante pour desatitlis a temps d'écho trés courts, la
configuration de la séquence permettant de diminesrtemps d'écho de maniére plus
importante que dans la séquence PRESS pour un typma’impulsions. L'utilisation de
temps d'écho trés courts permet de compenser, uensertaine mesure, la perte de signal
intrinseque a cette séquence.

Cependant, comme cela va étre décrit dans le cadpitdes limitations techniques de notre
équipement limitent la diminution du temps d'éch#0ams. Le choix s’est donc porté sur la
séquence PRESS, de maniére a obtenir un meillpporasignal sur bruit.

2.1.1 La technique PRESS

La technigue de localisation PRESS (1) est baséd'uilisation d’impulsions sélectives
spatialement. Ces impulsions sont des impulsiorlsectbées en fréquence appliquées
simultanément avec un gradient de champ magnétigaeséquence PRESS utilise trois
impulsions spatialement sélectives, dans troitors orthogonales.

Une impulsion d’excitation suivie de deux impulssode refocalisation permet de générer
plusieurs échos (Figuée1). Seul I'écho a temps d'écho TE=TE1+TE2 eségg&par les trois
impulsions. Cet écho contient donc I'aimantatioovenant du volume défini par les trois
impulsions.
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Figure 2-1. Séquence d'impulsions de type PRESS (Point R&é%ed Spectroscopy). La séquence
est constituée d'une impulsion RF de 90° suivie dieux impulsions RF de 180°. Pendant chaque
impulsion un gradient de sélection est appliqué. Bampulsions de gradients sont appliquées
autour de chaque impulsion RF de 180° pour élimineles cohérences non désirées

Des impulsions de gradients identiques sont ajsutie part et d’autre des impulsions de
refocalisation, de maniére a s’affranchir des irfgaions de I'impulsion de refocalisation.
En effet, si cette impulsion n’est pas de 180°,adsrences se créent qui perturbent le signal
de I'écho. Des impulsions de gradient placées deepa’autre de I'impulsion RF suppriment
les cohérences indésirables.

2.1.2 Choix des temps d'écho utilisés

L'objectif de ce projet est d'appliquer les techem de spectroscopie localisée et d'imagerie
spectroscopique a deux projets biologiques. Leoutéds d'intérét dans ces projets sont le
lactate et une molécule exogéne, I'ISUCA. La md&dlUSUCA a un temps de relaxationT
relativement court (80 ms). Pour obtenir le meilleapport signal sur bruit possible, le temps
d'écho doit étre le plus petit possible. Des litiotas techniques de notre équipement ne
permettent pas de diminuer le temps d'écho en dess® 40 ms (voir chapitre 6). Ce temps
d'écho sera choisi pour la mesure de la moléclBa&JEA.

Le lactate peut étre assimilé a un systeme de gpigpe AX. Le spin A résonne a 4.09 ppm
sous la forme d'un quadruplet. La forme complextadaie et sa proximité avec la résonance
de I'eau ne permettront pas de le détecter. Les 3présonnent a 1.3 ppm sous la forme d'un
doublet avec une constante de couplage J de 7.3)Hkd détection du lactate a un temps
d'écho de 40 ms est difficile car la forme du dotublest pas simple a ce temps d'écho. De
plus, dans le cas de tumeurs, une raie de lipides ppparaitre a 1.2 ppm et rendre la
détection du lactate difficile. Le temps d'écho ishiopour la détection du lactate est de
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136 ms, qui présente plusieurs avantages pour kcti#t du lactate. Il correspond a une
inversion parfaite du doublet du lactate (TE=1Qgla permet d'une part de faciliter sa
guantification et d'autre part de le séparer pagldment de la résonance des lipides. En
effet, le doublet du lactate apparait inversé atprs la raie des lipides, non couplés reste
positive. De plus, les lipides ayant un temps daxedion T, assez court (3), leur résonance
est diminuée a ce temps d'écho.

Deux types d'acquisitions seront donc réaliséstebgs d'écho de 40ms sera utilisé pour la
détection de I''SUCA et le temps d'écho de 136ms [golactate.

2.1.3 Choix des paramétres d’acquisition

Parameétres généraux du module PRESS

Les impulsions RF du module PRESS sont des immdsile type sinus cardinal de 5 lobes,
d’'une durée de 0.9 ms et de bande passante de fikHmnde passante est choisie large, de
maniere a diminuer les artefacts liés aux déplangnehimiques. En effet, la position du
voxel sélectionné est différente pour les difféesnfréquences. Plus la bande passante de
impulsion sera grande, plus les positions se magperont. Cependant, plus la bande
passante est large, plus la durée de l'impulsioa seurte, et donc plus la puissance RF
nécessaire sera €élevée. L'augmentation de la h@assante de l'impulsion est donc limitée
par la puissance RF maximale qui peut étre générée.

Acquisitions a temps d'écho de 136ms

Le premier temps d'écho est choisi le plus cousside pour que le second temps d'écho soit
long et permette d'acquérir I'écho complet. L'asitjion de I'écho complet permet
d'augmenter la quantité de signal a chaque acguisites deux temps d'écho (TE1 et TE2)
sont donc de 12 et 124ms. La bande passante dgmik#on est de 10kHz, la fenétre
d’acquisition est centrée sur le sommet de I'étBa4 points sont acquis.

Le temps de répétition est de 3 secondes, la séguest répétée trois fois avant de
commencer I'acquisition de maniere a atteindre tam ééquilibre. Un cyclage de phase de
type EXORCYCLE (4) est réalisé.

Acquisitions a temps d'écho court

A temps d'écho court, il n’est pas possible d'adgliécho complet. 4096 points sont acquis
avec la méme bande passante de 10kHz. La fen&irqudbition est ouverte le plus tot
possible, soit 3.1 ms avant le sommet de I'échaeimgps de répétition est de 3.3 secondes. Un
cyclage de phase EXORCYCLE (4) est aussi réalisé.
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2.2 Imagerie spectroscopique

L’'imagerie spectroscopique combine les techniquésagerie et de spectroscopie de
maniére a obtenir des spectres localisés en chpqgim de I'image. Ceci permet ainsi
d’obtenir des cartes de la répartition des diffesemétabolites observablés vivo. Cette
technique nécessite I'acquisition de I'évolutionsignal RMN dans le temps, dans chaque
point de I'espacé&.

La technique classique d’imagerie spectroscopidilesal 'encodage de phase dans deux
directions orthogonales de l'espace (5). Dans & paur un champ de vue donné, la
résolution spatiale désirée détermine directenmeierhps d’acquisition nécessaire. La durée
des acquisitions est le facteur limitant dans pe tyacquisitions.

Pour réduire le temps d’acquisition, de nombretsesniques ont été développées. Certaines
utilisent I'encodage classiqgue mais en sous-édilamiant I'espacek (6-8). D’autres
effectuent un encodage simultané des informatipestsales et spatiales, par l'utilisation de
gradients de lecture variables. Différentes tealesgbasées sur un encodage de type écho-
planar ont été développées (9-11). D’autres tectasigutilisent un balayage spiral de I'espace
k (12,13).

Une innovation, développé par Bassem Hiba pendatitese dans le laboratoire (13,14), est
le balayage de l'espade par des gradients de lecture de forme spirale ambat et
descendante. Ce type de balayage présente 'agamagoursuivre l'acquisition de données
pendant le retour vers le centre de I'esfrace

2.2.1 Imagerie spectroscopique par encodage spiral

La technique utilise une séquence de type PRESGggtectionner le volume d’intérét, suivi
d’'une série de modules de gradients spiraux cnoisset décroissants (FiguBe2). Durant
chaque phase croissante, I'esplest balayé du centre vers la périphérie selortrajectoire
spirale, puis la phase descendante permet de rexenentre de I'espate
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Figure 2-2. Séquence utilisée pour I'imagerie spectroscapie par encodage spiral : un module
de sélection de type PRESS est suivi de gradients lécture variables de forme spirale croissante
et décroissante

Les gradients d’encodage spiral sont choisis p@layler I'espacek a vitesse angulaire
constante. La trajectoire peut étre décrite dasphce par :

K(t) =k, (t) +ik, (t) =iate™
Les variations temporelles des gradients peuvemt étre calculées en dérivant les équations
des trajectoires dans l'espa&ce

G,(t) = 7# = 2= (acos(@) - aptsin())
6,0 = 2725 = 2M(asinga) + acos(a)

Pendant chaque module de gradients spiraux, I'elnisetie I'espacé& peut étre ainsi couvert.

La répétition des modules spiraux permet d’acquduisieurs points temporels.

En théorie, il serait donc possible d’acquérir §emble des données temporelles et spatiales
dans une seule et méme acquisition. Cependantiagique, les contraintes sur les gradients
(limitation des temps de montée) rendent les madaf@raux trop longs par rapport a la
résolution temporelle nécessaire pour couvrir ladeaspectrale utile (10 ppm). Il est alors
nécessaire de réaliser plusieurs acquisitions gounrir 'ensemble de I'espack pour
'ensemble des points temporels. Pour cela, deselanements des trajectoires vont étre
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réalisés. Deux types d’entrelacements peuventdistangués : les entrelacements temporels
et les entrelacements spatiaux.

Entrelacements temporels

Les entrelacements temporels permettent d'augmleriv@nde spectrale en réalisant plusieurs
acquisitions en décalant le début d'applicationgtadients spiraux d’'un tempg a chaque
acquisition. Cela permet d’acquérir tous les poitetsiporels désirés. La bande passante
spectrale est alors/t/

Le nombre d’entrelacements temporiisest calculé en fonction de la résolution temperell
choisieAt et de la durée T de chaque module spiral :

N, =T /At

Entrelacements spatiaux

Cette technique permet de réduire la durée de ehaqaule spiral en morcelant la trajectoire
et en couvrant I'ensemble de I'espace k en plisaaquisitions.

Une spirale dé\.o; tours peut étre remplacée prspirales deéNqo/Ni tours. Une rotation de
la spirale est effectuée entre chacuniesntrelacements. (Figu3)

D
i// /

A B :

()
N /

\ \

\

Figure 2-3. Exemple d'entrelacement spatial des trajectoirs dans I'espac&. A) Trajectoire
spirale sans entrelacements de 16 tours, B) Trajemte correspondante obtenue par N4
entrelacements spatiaux

LesNg spirales peuvent étre décrites par :
K =iate™@2®N)  s=Q N,
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2.2.2 Seéquence d’acquisition et parametres

La séquence d’acquisition se compose d’'un modulgétertion de volume PRESS, suivi de
l'application des gradients d’encodage spiral. lepulsions de la séquence PRESS sont
identiques a celles décrites pour la spectrosclopi@isée. Le volume sélectionné est de 3
mm dans la direction de sélection de tranche (Meet5mm dans les deux autres directions.
Deux types d’'images seront acquises, comme papdatroscopie localisée, a temps d’écho
de 136 ms et de 40 ms, respectivement.

Choix des parameétres d’acquisition

Le choix des parametres d’acquisition en imagepecsoscopique est fait en fonction des
résolutions et des bandes passantes désiréesedadsniensions spatiales et spectrales ainsi
gue des caractéristiques des gradients (temps d&enminimal)
Dans les deux types d'images, la résolution sgatiésiréedr est de 1mm dans le plan de
l'image, avec un champ de vue de 30x30anm
Le champ de vue (FOV) et la résolution spatialet dides par le nombre de tours de la
trajectoire spirale par :

FOV =2N__Ar

rot
Cela impose donc un nombre de tdig: au minimum de 15 pour effectuer une trajectoire
compléte. Le nombre de tours choisi sera de 1&algere a pouvoir séparer cette trajectoire
en 2 ou 4 entrelacements spatiaux.
La bande passante minimale dans le domaine slgeestade 3000 Hz (10 ppm), de maniére a
couvrir toute la gamme spectrale présentant desnadgesin vivo. Le nombre
d’entrelacements temporels sera donc choisi dear@idi ce que le décalage temporel entre
chaque acquisition soit dé = 333us au maximum.

Acquisitions a temps d'écho de 136 ms

Les temps d'écho TE1 et TE2 sont choisis de la m@aeiere que pour la spectroscopie
localisée (12 et 124 ms). La durée de la fenétrequiisition choisie est de 81.92 ms, centrée
sur le sommet de I'écho. Les gradients d'encodsgeisformés de 8 modules d'une durée de
10.24ms, composés de spirales montantes et destesdde 8 tours chacune. Deux
entrelacements spatiaux sont réalisés pour colienisemble de l'espade Trent-deux
entrelacements temporels sont réalisés pour couneilargeur spectrale de 3125Hz.

Le temps de répétition est de 3s, ce qui conduhé durée d'acquisition de 3min 12s pour
acquérir 'ensemble des données temporelles aalgsatQuatre accumulations sont réalisées
pour obtenir un rapport signal/bruit suffisant.
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Acquisitions a temps d'écho court

A ce temps d'écho, I'écho complet ne peut pas dtagriis. La fenétre d'acquisition sera
ouverte le plus t6t possible comme pour la spectqie localisée. Cependant, dans le cas de
I'imagerie spectroscopique par encodage spiralptemiers points temporels ne donnent
gu'un échantillonnage partiel de lI'esp&cé.es points acquis pendant une durée égale a la
durée d'un module spiral seront exclus lors dutetraent. Le temps entre le début de
l'acquisition et le sommet de I'écho est de 3msdlra&e d'un module spiral utilisé pour les
acquisitions a TE=136ms est de 10.24ms. Apreseim@nt, I'écho ne serait alors
échantillonné que 7ms aprés son sommet. Pour e2hhsirpertes de signal occasionnées, des
modules spiraux d'une durée plus courte sont égilites modules choisis sont composeés de
spirales montantes et descendantes de 4 tours rehaetu d'une durée de 5.12ms. llIs
permettent de limiter la perte de signal mais pashantillonner le sommet de I'écho.

Pour couvrir I'ensemble de l'espace k, 4 entrelaoésnspatiaux sont réalisés, une largeur
spectrale de 6250Hz est couverte en 32 entreladsrtenporels.

La durée d'une acquisition est de 6min 24s et draatations sont réalisées.

Les parameétres des acquisitions sont résumés eldiableal2-1.

TE = 136ms TE = 40ms
Paramétres de I'image spectroscopique
Bande passante spectrale 3125 Hz 6250 Hz
FOV 32 mm X 32 mm 32 mm x 32 mm
Résolution spatiale 1 mm 1 mm
Parametres des modules spiraux
Nombre de toursl 8 4
Nombre de spiraleNspiral 8 8
Entrelacements temporeig 32 32
Entrelacements spatiaid 2 4
Durée d’'un module spiral 10.24 ms 5.12 ms
Paramétres de la séquence
Temps de répétition 3s 3s
Nombre d’accumulations NA 4 4
Durée d’acquisition pour I'eau (NA=1) 3min 18 s mén 30 s
Durée d’acquisition 12 min 54 s 25min 42 s

Tableau 2-1 Parametres d'acquisition choisis pour I'acquigion des images spectroscopiques
selon le temps d’écho



2-Techniques de spectroscopievivo 2-21

2.2.3 Reconstruction des images spectroscopiques

Le programme utilisé pour la reconstruction desgesaspectroscopique a été développé au
laboratoire par Bassem Hiba. Les détails des dlgosas utilisés pourront étre trouvés dans le
manuscrit de sa these (14).
Pendant chaque acquisition, une partie de I'eskateune partie du domaine temporel sont
acquises. L'ensemble des points acquis est régrmt I'espace (K,t).
La premiére étape du traitement consiste a ramiesedonnées a des plans de I'esplace
repartis régulierement dans la dimension temporBlbeir cela, les données sont tout d’abord
triées dans des intervalles de temypsOn obtient ((Npirat-1)Ni-1) intervalles de temps. Dans
chacun de ces plans, se trouvent les données as@uig temps,tavec

iAt<t <(i+DAt i=0...(Ngy tTDN, -2
Une correction de phase de premier ordre est enapjiliquée dans le domaine spectral afin
de ramener chaque point fi,t) dans le plan ¢kk,,iAt).

spiral

Les N premiers et N1 derniers plans temporels ne contiennent pasdi@ble des points de
I'espacek, ces plans seront donc exclus. Il reste aloggi4MNL)N; plans (k.k;) repartis dans le
domaine temporel.

Chacun de ces plans contient des points repantitasuajectoire spirale. Un algorithme de
gridding est alors appliqué pour ramener ces pautsine grille cartésienne.

Les données peuvent ensuite étre traitées de laem@aniere que pour une image
spectroscopique classique : un filtre de type Gansst un zéro-filling sont appliqués dans la
direction temporelle avant une transformée de leoubans les deux directions spatiales, un
filtre de Hanning et un zéro-filling sont appliqués suivis d’'une transformée de Fourier
inverse a deux dimensions.

2.3 Particularités liées a I'emploi de temps d’écho courts

L'utilisation de temps d'écho courts présente pluis avantages : d’'une part, les spins ayant
des T courts peuvent étre détectés, d’autre part, hisité de I'ensemble des signaux est

ameliorée puisque la relaxation a eu lieu pendartemps plus court. Si le temps d'écho est
court, l'intensité des raies est peu modulée par:ldu spin, les modulations d'intensité de

chaque raie dues a la relaxation peuvent étre géagi Les spins couplés sont aussi plus
faciles a quantifier, puisque a des temps d'éa@d®dourts, le couplage J n’a pas eu le temps
d'avoir un effet significatif, les formes de raipsuvent donc étre alors assimilées a des
singulets. Il est donc trés intéressant, en théagetravailler & des temps d'écho courts.

Cependant, l'utilisation des temps d'écho courtsgmte aussi certaines difficultés.

Il est plus difficile de s’affranchir du signal dleau a des temps d'écho courts qu’aux temps
d'écho longs, les protons des molécules d'eaurgedgeaun | relativement court. Il sera donc
important d’optimiser la suppression du signal’daud. D'autre part, les lipides, peu présents
dans le tissu cérébral sain, sont par contre pte&skms les zones proches de I'os cranien. En
principe, ces espaces ne sont pas contenus danslleses d’intérét mais des défauts de
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sélection du volume d'intérét peuvent rapidementaoe a des artefacts de repliement. Pour
eviter ce type de probleme, des modules de saioratii volume extérieur sont appliqués
avant la séquence PRESS pour éviter ce type déepmeb.

Lorsque le temps d’écho est court, I'acquisitiait dommencer tres rapidement apres la fin
d'application des derniers gradients. Par conségpendant I'acquisition du signal, il peut

rester des gradients de champ résiduels dus auardgsude Foucault qui vont déformer le

spectre. Pour diminuer ces effets, des systeme¥%pmemphases” sont présents sur les
équipements IRM. Ces systemes permettent de défolimeommande du gradient, de

maniere a ce que le gradient généré dans l'aimana dorme désirée. Le réglage de ce
systeme de "préemphases” sera réalisé, il est déois le chapitre 6.

Un probléme récurrent en RMIN vivo, qui n’est pas toutefois spécifique aux temps libéc
courts, est le probleme de 'homogénéité du chamgn@étique. Les interfaces entre air et
tissus, et entre différents tissus sont le siegaalacts liés aux différences de susceptibilité
magnétique. Les inhomogénéités du champ magnépgoeoquent en spectroscopie, un
élargissement des raies observées. L'aire des édgd proportionnelle a la quantité de
proton, un élargissement des raies provoque urssdaie I'intensité des raies et donc une
baisse de rapport signal/bruit. D’autre part, passraies sont larges, plus les raies voisines
auront tendance a se superposer, comme par exéspiaies du lactate et des lipides. Des
courants appliqués dans une série de bobines de pkrmettent générer un champ
magneétique statique pour corriger, en partie, ¢iesse Il est fastidieux régler manuellement
ces courants. Un systeme de réglage automatiqueesie€ourants sera mis au point (voir
chapitre 5).
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3 Améliorations liées aux séquences d’acquisition

3.1 Caractérisation des trajectoires spirales

De nombreuses causes peuvent conduire a des difé&rentre les trajectoires programmées
et les trajectoires effectivement réalisées daesphcek. Une premiére cause peut résider
dans la réponse des systemes de gradients, erstdeniemps de montée effectifs. Une autre
cause réside dans les courants de Foucault indaits I'aimant, tant par la séquence
précédant les spirales que par les spirales el@@aes. Les conséquences de ces phénomenes
peuvent se manifester de différentes manieres. reanipre, visible en imagerie est une
rotation de lI'image, due a une différence entredébut effectif de la spirale et le début
théorique. On peut aussi observer une déformatmvaie de I'image. En spectroscopie, ces
effets se manifestent aussi par des déformationsplectres.

Les déformations de la trajectoire spirale sorftaliés a prévoir et a corriger. Il est donc plus
fiable de caractériser la trajectoire effectivenréatisée plutdt que de chercher a optimiser la
trajectoire. La trajectoire réelle sera alors séié avant de rééchantillonner I'espkseir une
grille cartésienne.

3.1.1 Mesure de la trajectoire réelle

Différentes techniques ont été proposées pour reedar trajectoire réelle (15-18). La
technique choisie (14,15,18) utilise le codage Hasp du signal mesuré en présence des
gradients de lecture spiraux, de maniére a redaoestia trajectoire dans l'espakepar
transformée de Fouri¢Figure3-1).

Pour que la trajectoire mesurée soit le plus pradssible de la trajectoire réelle realigée
vivo, la séquence comporte en plus du module PRES&eithle des gradients de la
séquence de mesure, ceux-ci pouvant égalementilm@itraux courants de Foucault. Pour
cela, les gradients des modules OVS et VAPOR saihtenus, seules les impulsions RF
sont retirées de la séquence.
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Figure 3-1. Séquence utilisée pour la calibration des traftoires spirales : la séquence est
identique a la séquence d'acquisition, des gradienti'encodage de phase sont placés avant les
modules spiraux

Le signal acquis par cette séquence peut s'éotirela forme

Sk 1) = [ plx e €00 0 gy
ou k, est la position de I'espakaléterminee par le gradient d'encodage de phase
S(k,,t) est le signal RMN acquis en fonction du temps dtesieodage dans I'espdce

k(t) est la trajectoire dans l'espaceen fonction du temps, réalisée par I'application

des gradients de lecture spiraux
&(x,t) est le terme de phase décrivant I'ensemble désrpations du signal (induite

par les courants de Foucault, inhomogénéités)
p(xt) est la densité de I'aimantation

Par transformée de Fourier dans la direction deddage de phasg, on obtient :

|(x,t) = FT|S(k,,t)| = p(x,t)g " €x0=K0
Le termeé(x,t ) peut étre décomposé en une pagt{,t cajactérisant les inhomogénéités
locales et qui ne dépend pas du gradient de lecttiren une partie/(x,t qui dépend du
gradient de lecture (gradients induits par les aois de Foucault lors de la commutation de
gradients).
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Si la polarité du gradient de lecture est invers&etermes indépendants de celuio(X,t )
et ¢(x,t)) restent constants alors que les termes dépendantgadient de lecture sont
inversés. Seule la phase de | sera donc affectée.
La différenceAd(x,t entre les phases de | obtenues suivant I'acquisatiec un gradient de
lecture positif et un gradient de lecture négatéfspectivement, dépend uniquement du
gradient de lecture.

AB(x,t) =2 (@ (xt) +k(t)X)
La trajectoire dans I'espa&epeut alors étre extraite de cette expression jogteament par
moindre carrées de la dépendance spatiale dere.ter

3.1.2 Matériels et méthodes

La mesure des trajectoires spirales est réaliseersachantillon d’eau, dans la configuration
utilisée pour les expériencasvivo. La « configuration » comprend les systéemes diargest

de support de 'animal, qui peuvent contribuer cimagux courants de Foucault, ainsi que les
réglages de préemphases. De maniere idéale, laendswrait étre réalisée individuellement
pour chagque animal, cependant, la durée d’acaunsite ce type de mesure ne le permet pas.
L’échantillon utilisé est une balle de ping-pongnpdie d’'un gel d’agarose (3 %), dopé au
Gd-DOTA (0.02 mM), de maniére a reproduire approxiveanent les T observésn vivo.

La séquence utilisée est la séquence appliquéalésrExpériences vivo, avec en plus un
gradient d’encodage de phase avant le module spil2¢ maniere a reproduire le plus
fidelement possible les effets observiés vivo pour la spectroscopie, les modules de
suppression d’eau et de saturation du volume extégont conservés. Les impulsions RF du
module de suppression d'eau sont supprimées, negisgfadients de déphasage sont
conserveés. Trente-deux pas de codage sont réal@ses chacune des deux directions de
codage. Des acquisitions sont réalisées avec éekegits positifs et négatifs.

3.1.3 Résultats

La Figure3-2 montre les trajectoires théoriques et mesudées les deux cas d’encodage
utilisés. Les huit modules spiraux consécutifs .lggegposent dans cette représentation. Pour
plus de clarté, la Figurg-3 montre le détail de la trajectoire composéspirales de 4 tours,
avec quatre entrelacements temporels.
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Figure 3-2. Comparaison des trajectoires théoriques et tjactoires réelles pour les deux types de
trajectoires utilisées: trajectoire 4 tours, 4 entelacements spatiaux, a) théorique et c) réelle ;
trajectoire 8 tours, 2 entrelacements spatiaux, théorique et d) réelle
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Figure 3-3. Trajectoires réelles (noir) et théoriques (roge) dans le cas d'une trajectoire
composée de 8 spirales montantes-descendantes dewts, avec 4 entrelacements spatiaux : a)
superposition des 8 spirales du premier entrelacemeb) premier module spiral de chaque
entrelacement
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On peut observer sur les deux types de trajectaires difference importante entre la
trajectoire mesurée et la trajectoire théoriques tmjectoires réalisées par les modules
spiraux successifs d'une méme acquisition ne smidentiques, alors que la commande est
identique. Il y a aussi une rotation de la trajgetanesurée par rapport a la trajectoire
théorique.

De plus, la trajectoire composée de spirales dauBst(Figure3-2-d) a une forme elliptique,
les valeurs maximales en kt k sont différentes ce qui montre que les gradieatssdes
directions X et Z ne sont pas équivalents.

La Figure3-4 montre I'effet de l'utilisation de la trajecteicalibrée ou théorique sur une
image spirale. L'effet le plus visible est une tma globale de I'image, due a des retards des
gradients réels par rapport aux gradients théosigD&utre part, on peut observer sur I'image
reconstruite avec des trajectoires théoriques ds®rsions "ghosts” autour du volume
sélectionné. Ces distorsions disparaissent avelidation des trajectoires réelles.

Figure 3-4. Image spirale d'un volume PRESS, acquise suniéchantillon d'eau, reconstituée a)
avec la trajectoire mesurée et corrigée, b) avec tegjectoire théorique

L'utilisation des trajectoires calibrées est domdispensable pour obtenir des images
spectroscopiques sans distorsions.

La Figure3-5 montre I'image de I'eau et celle des lipideguases a temps d’écho courts sur

un rat porteur de tumeur C6. L'image reconstruecda trajectoire calibrée montre une zone

tumorale contenant une grande quantité de lipigsszones saines contenant peu de lipides.
L’image reconstruite avec la trajectoire théorigquentre de grandes distorsions du signal des
lipides.
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Figure 3-5. Images spectroscopiques acquises sur le cenvebun rat porteur de tumeur C6 avec

un temps d'écho de 40 ms : images de l'eau recomsées a) avec la trajectoire réelle ou b) avec

la trajectoire théorique et images du pic a 1.3 ppnflactate et lipides) c) avec la trajectoire réelle
ou d) avec la trajectoire théorique

3.2 Module de suppression d’eau

3.2.1 La techniqgue CHESS

La technique la plus couramment utilisée est ldrepe CHESS (19). Elle consiste a
appliguer une impulsion, sélective en fréquenceyr gaire basculer l'aimantation de l'eau
dans le plan transverse puis a déphaser cette t@tioan par I'application d'un gradient
intense. L'opération est répétée plusieurs foix ales gradients dans différentes directions.
Cette technique est assez efficace pour la speopiEs localisée a temps d'écho long.
Cependant, elle devient moins efficace lors delisation de temps d'écho court et pour
I'imagerie spectroscopique. En effet, a temps d'éurt, le signal de I'eau étant moins
atténué par les effets de, Tes résidus d'eau deviennent alors importantst Rdilisation en
imagerie spectroscopique, la grande taille du vela‘mtérét rend la méthode moins efficace
a cause de la forte sensibilité de la méthodengl€ade basculement des impulsions.

3.2.2 La technique VAPOR

Pour améliorer la suppression du signal de l'eatendps d'écho courts, le groupe de
R.Gruetter a développé VAPOR (20), un autre modalsuppression d'eau. La technique est
basée sur Il'application d’impulsions sélectives féquence suivies de gradients de
déphasages. Les durées entre les impulsions aiadeq amplitudes relatives des différentes
impulsions ont été optimisées pour minimiser lenaigde I'eau a la fin du module, pour
différentes valeurs de l'angle initial de basculem€eci permet d'obtenir une suppression
plus efficace du signal de I'eau méme dans le eavalume d'intérét de grande taille.
Différentes versions ont été développées, selchdep magnétique, pour prendre en compte
les temps de relaxation €t T, de I'eau.
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La version que jai utilisée a été développée psuchamp magnétique de 7T (21). Elle se
compose de 8 impulsions, séparées par des inesvddk 150ms — 100ms — 122ms —
105ms— 102ms — 61 ms — 67 ms. Le délai entre la@rerminpulsion du module VAPOR et
l'impulsion d'excitation de la séquence d'intésdtde 14 ms (Figurd-6).

/ ovVS 0ovVS ovs \\
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Figure 3-6. Schéma du module de suppression d'eau de tYWyAPOR, composé de 8 impulsions

Les puissances des troisieme, septieme et huitigmpelsions sont augmentées de 5dB par
rapport a la puissance de la premiéere impulsidie de la cinquieme est augmentée de 4 dB.

3.2.3 Choix du module de suppression

Afin de tester l'efficacité du module de suppressiteau VAPOR et de choisir la bande
passante des impulsions, un profil de la suppresdleau a été mesuré pour le module
CHESS et le module VAPOR. Les impulsions du mo@HESS sont des impulsions de type
sinus cardinal de bande passante 500 Hz. Pour lail;m&APOR, des impulsions de type
sinus cardinal de bande passante de 500 et 250tHtéoomparées.

Ces expériences sont réalisées sur un rat. La ségukacquisition est composée d'un module
de suppression d'eau (CHESS ou VAPOR), suivi dgtpence PRESS. Plusieurs spectres
sont acquis en faisant varier la fréquence des lsgns RF du module de suppression d'eau
par rapport a la fréquence de résonance de I'émuplitude de la raie de I'eau est représentée
en fonction de la difféerence de fréquence entréréguence de résonance de l'eau et la
fréquence des impulsions du module de suppressieau d(Figure3-7). Le profil de
suppression de CHESS montre que la suppressidnpa'ssiomogene et présente deux lobes
ou le signal est mal supprimé (entre 50 et 150 Hzpale et d'autre de la fréquence de
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résonance). La suppression effectuée avec le mMAROR, avec des impulsions de 500 Hz
est de meilleure qualité et homogene sur touteolae zsupprimée, cependant, la zone
supprimée est assez large (600 Hz environ). Pouwriregda largeur de la suppression, des
impulsions dont la bande passante est plus faglwgnt étre utilisées. Cependant, comme le
montre la Figure3-7-c, l'utilisation d'impulsions de 250Hz perméokdenir une largeur
supprimée de 400 Hz environ, mais la qualité deipgpression est détériorée.

L'utilisation d'impulsions de type différent commes impulsions asymeétriques (20) pourrait
permettre d'obtenir une bonne suppression surargedr plus faible. Les projets biologiques
auxquels nous appliquons ces techniques s'intértgssacipalement aux molécules de lactate
et d'ISUCA dont les résonances sont assez éloigleebsau, nous avons préféré privilégier la
qualité de la suppression plutét qu'une faible dargde la suppression. La suppression
obtenue avec le module de suppression de type VABE@R des impulsions de type sinus
cardinal de bande passante de 500Hz est de qaafiiéante (Figure3-7-b) et sa largeur
suffisamment faible pour les applications auxquetite est destinée.
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Figure 3-7. Profil de suppression d'eau : Intensité de leie de I'eau en fonction de la différence
entre la fréquence de résonance de I'eau et la frégnce des impulsions RF du module de
suppression. a) module CHESS, b) module VAPOR avees impulsions RF de 500 Hz,
¢) module VAPOR avec des impulsions RF de 250 Hz
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3.3 Module de saturation du volume extérieur

Les impulsions sélectives qui permettent la séectians le domaine spatial, étant de durée
finie, ne présentent pas un profil de sélectionfgitar Ces imperfections se présentent
principalement sous la forme de lobes secondardseur du volume sélectionné.

Afin d’améliorer la sélection du volume d'intéré&tes modules de saturation du volume
extérieur (OVS : outer volume saturation) (22)tqaacés avant la séquence de sélection.
Ces modules consistent a appliquer une impulsiofiQdesélective spatialement aux bandes
situées de part et d’autre du volume d’intéréeretuite un gradient permettant de disperser le
signal provenant du volume sélectionné (Figas®.

’ \
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Figure 3-8. Schéma du module de suppression du volume exgééir. Chaque impulsion, associée

a un gradient de sélection de tranche permet d'exer les spins provenant d'une tranche située

autour du volume d'intérét. Un gradient est appligué aprés la sélection pour déphaser les spins
provenant de cette tranche.

Le impulsions utilisées sont des impulsions sirarglioal 5 lobes de bande passante 6 kHz.
Pour que la suppression soit le plus efficace ptessies modules doivent étre placés le plus
proche possible de la séquence de sélection PRE&S.donné la durée du module VAPOR,
les modules OVS sont entrelacés entre les impudsieVAPOR (Figur&-6).

Le volume sélectionné par la séquence PRESS eatgbara la sonde de surface utilisée en
émission-réception. La sélection effectuée damkirétion orthogonale a I'antenne de surface
par la séquence PRESS est donc améliorée par iogénéité de la sonde. Les effets de
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lobes sont peu importants dans cette directioa.dibnc été choisi de ne pas appliquer d’OVS
dans cette direction. Dans les autres directioes,ncodules sont répétés deux fois, entre les
impulsions 4 et 5, 5 et 6, et 7 et 8 de VAPOR. drgdur des bandes sélectionnées ainsi que
leur distance par rapport au volume sélectionnétinbptimisées de maniere a minimiser les
lobes périphériques qui peuvent se trouver de @ad’autre du volume sélectionné. Les
bandes ainsi obtenues ont une largeur de 15 mm e$pace de 2.3 mm est maintenu entre le
bord du volume sélectionné et celui de la tranahsaluration. Cet écart est utilisé pour éviter
gue les lobes secondaires de la tranche OVS ooeesib une saturation d'une partie du
volume d'intérét.

Les tailles et positions des bandes sont donc fk&ss pour toutes les expériences, seules les
puissances des différentes impulsions seront regiéehaque expérience. La puissance de
chaque impulsion est ajustée de maniére indépemdant'inhomogénéité de I'émission de la
sonde de surface conduit a ce que lI'angle de bag®I90° corresponde a des puissances
différentes selon la position de la bande de satur@Figure3-9).

Figure 3-9. Image d'un volume PRESS acquis sur un écharitih d'eau a) sans module OVS et b)

avec module OVS. La séquence d'acquisition se conggod'un module de sélection PRESS, suivi

de gradients d'imagerie spiraux (1 spirale montantelescendante de 4 tours, 4 entrelacements
temporels), précédé ou non d'un module OVS
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4 Mesure du débit sanguin cérébral dans un volume

d'intérét

4.1 Mesure du débit dans un voxel : principe

Le principe de la mesure de débit sanguin cérgdaaimarquage de spin artériel est d’utiliser
I'eau contenue dans le sang artériel comme tradiffuisible (23). L'aimantation des protons
de I'eau contenue dans le sang artériel est ingedteémaniéere continue lors de leur passage
dans le cou, avant I'entrée dans le cerveau. Qetersion peut étre réalisée a l'aide d'une
irradiation continue appliquée par une petite amedédiée en présence de gradient, ou a
l'aide d'impulsions d'inversion spatialement sélest

Les équations de Bloch décrivant I'aimantation ituainale de I'eau cérébrale peuvent étre
modifiées de maniére a prendre en compte les aféetlsix sanguin.
dM, (1) _ My —M, (1)
a T
ou M, (t)est l'aimantation longitudinale de I'eau contenaasdle cerveau par unité de

+ 1M, (0 - M, ()

volume
M Sest la valeur deM, dans le cas d'une relaxation compléte

T; est le temps de relaxation longitudinal
f est le débit sanguin cérébral (en mt.gf)

M (t) est I'aimantation longitudinale de I'eau contenaesde sang artériel par unité
de volume. fM _(t yeprésente le flux d'aimantation correspondantspins artériels

qui entrent dans le cerveau.
M, (t) est I'aimantation longitudinale de I'eau contenalesde sang veineux par unité

de volume. fM, (t )représente le flux d'aimantation correspondantspiRs veineux
qui sortent du cerveau.
En admettant que l'aimantation des spins veineugatent du cerveau est la méme que celle

du tissu, l'aimantation sortant du cerveau peu”seﬂtmcnreA—Mb(t) OU A est le coefficient de

partition de l'eau entre le sang et le tissu ((ttewd'eau/g de tissu) / (quantité d'eau/mL de
sang)).



4 -Mesure du débit sanguin cérébral dans un voldimtrét 4-36

En absence de marquage (expérience contréle)lubesi'imantation entrant et sortant sont

égaux, dondM ? = fM? :iME
A

cont
o||v|z|t (t) =(T_11+%)(M‘? “MEm ()
on peut définir un temps de relaxation appareriytel que
aM, () _ (Mg -M,®) 1
dt T, T,

lapp lapp

1 f
=+ —
T A

Si l'aimantation de l'eau artérielle est inverséenthniére continue dans une expérience de
marquage, alomgl _(t) =-M?.
En remplagant ces différentes expressions, onrdbtie

dM () 1

f 1 f
= =M = (= + )Mt
" (T1 TMs (T1 TIME()

Apres un temps de marquage TR long devagy, T'aimantation tend vers un état stationnaire

11
T A 21T,

M mad = 11 M 0 — 1- lapp M cont

b i i b ( /1 ) b
T A
cont _ Imarq
On déduit alors qud = A M, Cl\:tlb
lapp Mb

Dans des conditions physiologiques normales cheaatlele débit sanguin cérébral est de
0.016 mL.g".s* (24), T, est de l'ordre de 1.7 s & 7Thetaut 0.9 mL.¢". Dans ces conditions,

T, =T,,, €t on peut donc considerer que la variation deasigbservée entre les expériences
avec et sans marquage de spin est directementrfioypelle au débit sanguin.

En réalisant en plus une mesure dgillfest alors possible d'obtenir une mesure gtetive

du débit sanguin cérébral. Dans notre cas, noumug intéressons qu'aux variations relatives
de débit, les mesures avec et sans marquage dsespint suffisantes.

Sur ce principe, aprés un marquage continu des gptariels, une technique d'imagerie peut
étre utilisée pour obtenir une image du débit sandans le cerveau. Cependant, la sensibilité
de cette technique est faible. De plus, dans matse nous nous intéressons a la comparaison
entre les résultats de la spectroscopie et celx ohesure de débit sanguin. Nous avons donc
utilisé une technique de localisation de type PRE®8r obtenir le débit sanguin cérébral au
sein d'un volume d'intérét similaire a celui uélien spectroscopie. Le volume d'intérét étant
de taille assez importante, il sera donc plus @éséétecter les variations de signal.
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4.2 Mise en place de la technique

La séquence est composée d'un module PRESS, avemps d'écho court (28 ms), précéde
d'une inversion pseudo-continue des spins artguiEislant une durée de 5s. Cette inversion
est réalisée par l'application d'une série d'impnts de faible amplitude en présence d'un
gradient (Figuret-1). Les impulsions sont appliquées avec un offs€réquence de 8300 Hz
par rapport a la fréquence de résonance de l'eaildasolume d'intérét. Les spins contenus
dans une tranche perpendiculaire a I'axe de I'diffzdrsont alors inversés au niveau du cou
de I'animal. L'acquisition de contrble est réalisédnversant le signe de I'offset de fréquence
de l'impulsion radiofréquence de maniére a sélento une tranche de marquage opposée a
la tranche de marquage par rapport au volume tBintdans la direction z (caudale). Cette
technique permet d'obtenir le méme effet de trahdfaimantation pendant les expériences de
marquage et de controle (24).

nninn— mninninsinninninninn

3 7

A
¥

Slice selection

Spoilers

Figure 4-1. Séquence de marquage de spin artériel

Le module de marquage des spins artériels a étélaié au laboratoire par Emmanuel
Barbier pour des applications en imagerie. Nousofia adapté pour une utilisation
monovoxel.

Idéalement, le marquage est réalisé par I'appticatontinue de l'irradiation RF et du gradient
de sélection. Cependant, en pratique, ni 'amplifar RF ni I'amplificateur de gradient ne
peuvent générer d'impulsions continue pendant unéedde 5s, le marquage est donc réalisé
par une série d'impulsions séparées par un délH0@s.

4.3 Test de la technique

Pour tester la validité des mesures de débit sanggriébral, nous avons utilisé un modele
d’hypercapnie. En effet, il est connu que I'hyp@mia provoque une augmentation du débit
sanguin cérébral (24).
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4.3.1 Matériel et méthodes

Un rat Wistar male est anesthésie par de l'isoflarés % puis 1.2 %) puis une trachéotomie
est réalisée. L’'animal est ensuite ventilé mécamuent avec un mélange d’air et d’oxygene
(80 %/20 %) et d’isoflurane (1.2 %).

Le rat est ensuite placé dans un berceau et irtradlintérieur d’'une sonde de volume,
branchée en quadrature. La température rectaleatlest maintenue a 37°C par une
circulation d’eau placée sous le rat.

Apres l'acquisition des images de repérage, unlvdgedmm de coté est placé dans le
striatum.

Une acquisition de 30 minutes est réalisée, lesiisitipns de contrble et de marquage se
succédant toutes les 5 secondes.

Cing minutes apres le début de l'acquisition, |dang@e respiré par le rat est remplacé par un
mélange contenant en plus 6 % de,Cgendant 5 minutes. Cette hypercapnie est réefdétée
minutes plus tard.

Pour chaque acquisition, l'intégrale du signal asqest calculée, puis pour chaque paire
d’acquisitions contréle-marquage, la différencatigk de l'intensité du signal est déterminée.

4.3.2 Résultats

L'évolution de la différence relative des signaaxodntrdle et de marquage, chez un rat au
cours d'une expérience d'hypercapnie, est présdatéela (Figurd-2).

Lorsque la concentration de @@st augmentée, la différence relative des sigaaginente,
puis elle revient sa valeur basale aprées I'arr&hgpercapnie.

En utilisant I'équation donnée en introduction

A MPYTR -MP(TR)
2T M "(TR)

lapp
le débit sanguin cérébral dans les conditions bassgrait de 0.39 mLgmin™. Cette valeur
est trés inférieure aux valeurs normales obser¢@esL.g'.min?). Cette différence peut
s'expliquer principalement par l'utilisation de ”eapproximations dans ce calcul. Leag
n‘ayant pas été mesuré, une valeur de 1.7 s aibs€aitDe plus, la relation décrite ici est
valable uniquement dans le cas d'une inversiotetote qui n'est pas le cas avec l'inversion
appliguée ici quiétait fractionnée a cause desraories instrumentales.

f =
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Figure 4-2. Evolution de la différence relative des signaucontréle/marquage lorsque la quantité

de CO; inspirée par le rat varie : les périodes d'hypercanie se situent entre 5 et 10 min puis

entre 20 et 25 min

Les variations observées lors de I'hypercapnie sontpatibles avec les données de la
littérature. En effet, une inhalation de 6 % de,@Onduit a une augmentation de la pression
artérielle partielle en CO(P,CO,) d'une valeur basale de 30 mmHg environ vers uteuva
de 70 mmHg. W.Zhang (24) décrit des valeurs de ¢sisant de 1.1 & 3.0 mL.quin™ pour
de telles variations de la;®0,. Dans notre cas, la différence de signal entrer@lenet
marquage varie de 2.5% dans I'état basal a 7.5 %apéehypercapnie, ce qui correspond
bien a un triplement. La mesure effectuée sembie tdien proportionnelle au débit sanguin
cérébral.
Sans mesure plus précise du taux d'inversion g4 il n'‘est pas possible de réaliser de
mesure quantitative du débit sanguin cérébral. Qegre la technigue de mesure mise en
place s'avére sensible aux variations de débitsarmgrebral.
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5 Procédure de shim automatique

L’optimisation de 'lhomogénéité du champ magnétigaes le volume d’intérét est un enjeu
important pour la spectroscopilm vivo. En effet, la largeur des raies observées en
spectroscopie est fonction des temps de relaxatiate la molécule observée mais surtout du
temps T . Les effets de 3 sont directement liés & I'inhomogénéité du changgmétique.
L'introduction de l'animal dans l'aimant provoquee dfortes inhomogénéités, dues
principalement a toutes les interfaces entre leférdnts tissus. L'amélioration de
’homogénéité du champ magnétique statique esiséealen réglant les courants dans une
série de bobines (bobines de "shim") répartiesr@étieur de I'aimant de maniére a créer
différentes formes de champs. Ces réglages sortrgément effectués manuellement par
I'utilisateur. Comme cela sera décrit plus loirs @itéres utilisés pour un réglage manuel ne
permettent pas forcement d'obtenir un résultanadtiLe temps nécessaire pour la réalisation
de ces réglages est aussi un point critique dareplplicationsn viva.

Nous avons choisi de mettre en place une technidfaemélioration automatique de
I'hnomogénéité du champ magnétique. Cette méthoété présentée par R.Gruetter, sous le
nom de FASTMAP (25), puis améliorée par J.Shen (FARSMAP) (26) pour I'utilisation
dans un volume, puis modifiée par J.Shen pourliBation dans une tranche (FLATNESS)
(27).

5.1 Difficultés du shim manuel et intérét d'une pro  cédure
de shim automatique

Pour obtenir des raies exploitables sur les spe@®MdN, il faut que le champ magnétique
statiqgue B soit tres homogene. Dans le cas de l'imagerietrgeopique, ce champ doit étre
homogéne sur toute la zone a imager, qui peut @&ee taille assez importante
(20 x 20 x 3mn). De plus, dans les expériendesvivo, les inhomogénéités intrinséques sont
assez importantes. Pour ces raisons, il est souNigictle et long de réaliser la correction de
’lhomogénéité de maniére manuelle.

Manuellement, la procédure de correction est bagéd#optimisation du signal provenant de
I'ensemble du volume sensible : soit en allongé&amntécroissance de la FID (ou de I'écho),
c’est-a-dire en accroissant son intégrale, soduggmentant I'amplitude de la raie de I'eau (et
donc en diminuant sa largeur).

Cette procédure pose plusieurs problémes. Toubdiaboptimisation se fait de maniere
itérative, en observant l'effet sur le signal dedaation du courant dans chaque bobine. Il est
donc possible de ne pas trouver le maximum globagignal mais seulement un maximum
local. De plus, les corrections de deuxiéme ordrg souvent difficiles a réaliser car I'effet de
ces courants sur l'intensité de la raie est assblefet I'amélioration est souvent difficile a
apprécier.
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Il est donc souvent difficile d'obtenir une tresxbe qualité de spectre a I'aide d'une correction
manuelle. Il existe des techniques de correcticioraatique basées sur le méme principe
mais ces techniques sont plus adaptées a la spempie haute résolution qu'a l'imagerie
spectroscopiquén vivo ou les inhomogénéités sont tres fortes et outildesic facile de
trouver un maximum secondaire.

De plus, le champ doit étre homogéne sur tout leme d'intérét. Lorsque le champ est
optimisé de maniére manuelle, on observe le sigiodlal provenant de I'ensemble du volume
sélectionné. Si une zone du volume d'intérét esolace d'un signal de forte intensité, le
signal observé proviendra principalement de cettgez En améliorent le signal global, le
champ sera homogénéisé principalement dans la derferte intensité, le champ ne sera
donc pas forcement homogénéisé dans I'ensembleldmeg d'intérét.

La technique qui a été mise en place ici permatdeudre ces différents problémes. Elle est
basée sur une cartographie des inhomogénéités ampchles courants des bobines de
correction sont ensuite réglés de maniére a lesgeor Cette méthode a donc plusieurs
avantages : elle n'est pas itérative et elle peumetamélioration de I'homogénéité du champ,
basée sur la mesure du champ et non pas seulearesurseffet sur le signal, ce qui permet
d'obtenir un champ homogene en chaque point dunehliintérét.

5.2 Principe

Chague composante du champ magnétique statiqgéastaail'équation de Laplace :
ABy=ABy=AB,=0 ouUA est ['opérateur Laplacien
Les composantes transversalgseB B, pouvant étre négligées, la composantg&ut donc
étre développée en une série d’harmoniques spbériqui forment une base de fonctions
satisfaisant a I'équation de Laplace.
Le champ magnétique nomina} Bst déformé par l'introduction de I'animal et dentenne.
Pour pouvoir obtenir un champy Bomogene en présence de I'animal et de |'antamme,
série de bobines est placée dans le fourreau ideald. Le champ peut étre réglé par la valeur
du courant injecté dans chaque bobine. Les boliieeshim sont construites de maniére a ce
gue chaque bobine génére un champ magnétique gyamtipalement la forme d'une
harmonique sphérique.
Les champs en forme d'harmoniques sphériques deigrerdre (variant linéairement) dans
les trois directions X, Y et Z sont généralememégés par l'intermédiaire du fourreau de
gradients. La plupart des imageurs petit animalk@dsnt aussi des bobines générant les
harmoniques sphériques de deuxiéme ordfe ZX, ZY, X>Y? et XY), certains imageurs
possédant aussi les bobines de troisieme ordrebbDigises générant des champs en forme
d’harmoniques sphériques étant présentes, il est dmssible de corriger toutes les
distorsions du champ, en tout cas aux ordres 1 et 2
Pour pouvoir corriger les inhomogénéités du champgeBmaniére automatique, une solution
consiste donc a cartographier les inhomogénéitéhamp et a procéder a leur décomposition
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en harmoniques sphérigues. Connaissant le char@parechaque bobine de shim, il est alors
possible de corriger les inhomogénéités.

La différence de phase entre des échos acquis temgs différents est proportionnelle a la
valeur du champ magnétique au point considérécétaéquent, la mesure de cette différence
peut étre utilisée pour cartographier les inhomégéa du champ magnétique. Sur ce
principe, différentes techniques d’imagerie peuvétre utilisées, comme des techniques
d’'imagerie rapide de type écho-planar. Cependanted¢onstruction de la phase a partir des
deux images acquises a des temps d’écho différersssite I'utilisation d’algorithmes de
reconstruction de la phase. En effet, la phaseigitak complexe étant calculée avec la
fonction arc tangente, elle est définie @ rés. Des algorithmes de déroulement de phase
permettent de corriger les sauts de phase occa&siafim d'assurer la continuité des valeurs.
Il faut ensuite procéder a la décomposition en loaiques sphériques du champ ainsi
déterminé.

Le déroulement de la phase ainsi que la décompoth harmoniques sphérique en 2D sont
des techniques difficiles a mettre en ceuvre. Dansut de simplifier les différentes étapes
conduisant a la décomposition en harmoniques eS| la technique FASTMAP propose
de mesurer les inhomogénéités du champ magnétdoad d'un nombre limité d’axes. Cette
technique permet de limiter les erreurs dues ansutgments de phase et a la décomposition
en harmoniques sphériques, a 2 ou 3 dimensions.

v
<

..

Figure 5-1. Définition du systéme de coordonnées sphéricuatilisé
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Appellation des harmoniques sphériques Y, (r,ﬁ, ¢) =r"y, («9,¢)
X rsin@cosg¢
Y rsingsing
Z r cosé
Z? r’(3cos 6-1)/2
ZX r’sindcosfcosp
ZY r’sin@cosfsing
X2-Y? r’sin® 8cos 2p
XY r’sin’ @sin2gp
z3 r*(5cos 8 -3cod)/ 2
XZ? r®sind(5cos 6-1)cosp
YZ? r®sind(5cos 6-1)sing
Z(X2%-Y?) r*sin” @cosdcos 2p
ZXY r®sin’ @cosfsin 2p
X3 r®sin’ Bcos I
Y3 r®sin’@sin3p

Tableau5-1. Les différents harmoniques sphériques : appellions et équations associées

5.3 Cartographie des inhomogénéités de champ

Les inhomogénéités du champ magnétique sont dosanges le long de différents axes, de
maniere a pouvoir reconstituer la décompositiohamoniques sphériques. Dans le cas ou le
champ doit étre homogénéisé dans un volume, laniged FASTMAP utilise la mesure des
inhomogénéités le long de 6 axes pour leur détextioim complete dans l'espace. Dans le cas
ou le champ doit étre homogene dans une tranclsed@dimagerie spectroscopique), il est
important de caractériser les inhomogénéités dmphdans ce plan, la techniqgue FLATNESS
utilise 4 orientations pour les déterminer.

5.3.1 Séquence d'acquisition

La séquence d'acquisition (Figube2) est basée sur une séquence de type écho me spi
composée d'une impulsion sélective d'excitatio®@® et de deux impulsions sélectives de

refocalisation de 180°. Pendant la premiére impulsde type sinus cardinal, un gradient de

sélection de tranche est appliqué dans une prerigretion. Un gradient est appliqué dans

une direction orthogonale a la premiere pendantés< impulsions suivantes, qui sont de

type sécante hyperbolique.
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Figure 5-2. Séquence d'acquisition utilisée pour la cartegphie des inhomogénéités de champ :
Une premiere impulsion de 90° permet une selectiafe tranche dans une direction, les deux
impulsions sécantes hyperboliques permettent la seition dans une seconde direction. Un
gradient de lecture est appliqgué dans une troisiémdirection pendant 'acquisition. Deux
acquisitions sont réalisées, avac= 0 ett =7 ms

Ces trois impulsions permettent donc de sélectionne barre, dont la section est déterminée
par l'intensité des gradients et la bande passi®empulsions. Un gradient de lecture est
ensuite appliqué pendant l'acquisition dans unesiéme direction, orthogonale aux deux
autres. Cette séquence permet donc d'obtenir fié guosignal dans la direction de la barre.
Pour chaque orientation de la barre, deux acquistsont réalisées, I'une aves 0 et I'autre
avect #0. La valeur da est ajustée en fonction de I'ordre de grandeuiirdesmogénéités de
champ. En effet, plug est grand, plus le déphasage mesuré est impoithantgrand
déphasage permet une détection plus fine des inp@méités de champ, cependant, le
déphasage ne doit pas dépasser 2

5.3.2 Reconstruction de la phase

Les deux signaux temporels obtenus pot® et 1£0 sont ensuite transformés en données
spatiales par transformée de Fourier. La phaséndeua des signaux S est ensuite calculée
en chaque point par arctan (Re(S)/Im(S)). La famctirctan donnant des valeurs comprises
entre —172 et 172, il est nécessaire d’appliquer un algorithme deowdément de phase de
maniére a corriger les sauts de phase éventueloqués par I'utilisation de la fonction
arctan. On obtient ainsi I'évolution de la phaseldeg de I'axe pour chacune des deux
mesurest =0 ett#0).
Les inhomogénéités de champ magnétique en chaqind pont proportionnelles a la
différence de phase entre les deux signaux acquis.

AQ(r)=yABo(r)t
On peut ainsi obtenir I'évolution du champ magnégite long de I'axe.
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5.3.3 Pour un volume cubique

décomposition en harmoniques

sphériques dans l'espace autour d'un point

Lorsque le but est d'optimiser I'homogénéité dunghanagnétique dans un cube, les mesures
des inhomogénéités sont effectuées le long de »ses, aorientés selon les diagonales de
chaque face du cube et se coupant au centre didegl€igures-3).

X
" -
Z

£X

Figure 5-3. Six directions utilisées pour la mesure deshiomogénéités de champ magnétique
dans un volume. Les mesures se font le long d'axagentés selon les diagonales des faces d'un
cube, les six tranches se coupent au centre du vola d'intérét

Chacune de ces orientations peut étre définie larepére des coordonnées sphériques par

les angle® et¢.

Orientations 6; (0]
XY 90 -45
YX 90 -135
XZ 45 0
ZX -45 0
YZ 45 -90
ZY 45 90

Tableau 5-2. Orientations des différents axes utilisés poda cartographie des inhomogénéités de

champ dans un voxel
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Dans I'espace, les inhomogénéités du champ soatgbésables en harmoniques sphériques.

ABo(r,e,¢)=;kkwk(r.e,¢)

Le long d'un axe quelconque, défini par les an?lmd)j, seul r varie :
8B, (r)=Y kW, (r.6,,9,)
k

Comme les fonctiong sont de la forme :
v (r.6.0)=r"x(6.9)
avec n=1 pour les harmoniques sphériques d'ordre 1
n =2 pour les harmoniques sphériques d'ordre 2
Le long d’'un axe d'orientatior;(¢;), les inhomogénéités du champ magnétique ont tonc
forme d'un polynéme enr.

2B, (r) = k" x.(6,.9,)

Les coefficients de la décomposition polynomials @ehomogénéités de champ sont donc
liés aux coefficient, de la décomposition en harmoniques sphériques.

Par exemple, pour l'orientation X¥y= 90°, ¢o = -45°), le polyndme peut s'écrire sous la
forme :
k,r sing, cosg, +k,rsing, sing, +k,r cosd, +k .r*(3cos’ §, —=1)/2

+K,r * Sing, cos, cosp, + k1 * sind, costy sing, +K . .1 * sin” G, cos26, +ky, 1 * sin® 6, sinég, + ..

:\/zékxf—\/fkyr—;kzzrz—kmrz=axyr+bxyr2+...
oy N2 ) 1
d'ou ay=7(kx—ky) et by=—k2Xy—EkZz

En développant de la méme facon le champ en haguesisphériques pour chacune des
orientations, on obtient un systeme d'équations késrsolutions sont :

1
K =— axy _ a.yx + axz _ azx
X Jé( )

1
k =—=(-a¥-a”-a”*+a”
y J§( )

kz :%(axz + aZX + ayz+ aZY)
kz2 - %(_bey _ 2be + bXZ + bZX + byz + be)
kzx — bXZ _ bZ)
k, = -b" +b”
k 2 =1(bXZ+bZX _byz_ bzy)
XT-y 2
k2><y :%(_bxy + byx)

A partir des six orientations, il est donc bien gible de déterminer les coefficients des
harmoniques sphériques d'ordre 1 et 2.
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5.3.4 Pour une tranche : décomposition en harmoniques sphérigues
dans un plan

Lorsque le but est d'améliorer I'homogénéité durmghenagnétique dans une tranche, les axes
sont choisis comme étant les deux axes principaugsedeux diagonales du plan. (Figure
5-4)

Figure 5-4. Orientations des quatre axes utilisés pour meeer les inhomogénéités de champ
magnétique dans un plan.

La décomposition polynomiale des inhomogénéitésciteamp le long des différents axes
permet, de la méme maniere que pour le voxel, derrdéner les coefficients des
harmoniques sphériques. L'ensemble de ces relapons les trois orientations possibles est
résumé dans le Table&tB.

Shim Transverse Coronale Sagittale
VA 0 a’[2+(@" +a”)/8 a’/2+(@”" +a®)/+8
X a[2+(@° -2”)/N8 [a'/2+(@"-a”)/B 0

Y a’/2+(-a¥ -a")/¥8 |0 a’/2+(-a" +a®)//8
72 —(b* + b +0? +b”)/2 | (-b* + b* +b* + b*)/2 (-b” +b* +b” +b?)/2
XZ 0 b -b” 0

YZ 0 0 -b” +b?

X2Y2 | (b -b)/2 (b* +b™ +b?)/2 — (b’ +b” +b?)/2
2XY | (-b® +b™)/2 0 0

Tableau5-3. Relation entre les coefficients de la décomptien polynomiale le long des axes et
les harmoniques sphériques
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Cette technique ne permet de déterminer que lesilwatiions des harmoniques sphériques
qui varient dans le plan de coupe. Par exemples tiaplan transverse (x,y), 'harmonique
sphérigue Z étant constante, aucune inhomogérssiteige a cette fonction ne peut donc étre
détectée. Cependant, I'épaisseur de coupe utiti&ant pas nulle, des inhomogénéités
associées a ces fonctions orthogonales au planodeecinfluencent tout de méme
I'hnomogénéité observée dans la tranche. Il est doportant de les prendre en compte et de
corriger ces inhomogénéités.

Pour résoudre ce probléme, nous avons choisi urtbone® simple qui consiste a d'abord
corriger les inhomogénéités dans un cube centié d&€me facon que la tranche, de maniére
a corriger approximativement les inhomogénéités des directions orthogonales au plan de
coupe, puis a affiner les corrections en se feaatisur la tranche d’intérét.

5.4 Calibration des courants de shim

Pour pouvoir relier la décomposition des inhomogéséde champ en harmoniques
sphériques aux valeurs des courants de correciqpléquer a chaque bobine de shim, il faut
préalablement connaitre le champ créé par chachiaéo

Chaque bobine de correction crée en principe umphdont la forme est proche d'une
harmonique sphérique, cependant il est importantosmaitre de maniere précise le champ
créé.

Pour effectuer cette calibration, un échantillohéjmue d'eau est utilisé. Des acquisitions
sont réalisées avec la méthode FASTMAP, dansxedirgctions.

Pour chaque bobine, plusieurs acquisitions sorisé&s en faisant varier les valeurs du
courant la parcourant. Les acquisitions sont eeduditées de maniere a connaitre le poids
des différentes harmoniques sphériques pour checmaésition.

Pour chaque harmonique sphérique, la relation émtreefficient de I'harmonique et la valeur
X du courant appliqué doit étre linéaire :ay=b, le coefficient constarii correspondant aux
inhomogénéités de I'échantillon en absence de sbwetile coefficient reflétant l'influence
du courant sur I'harmonique sphérique.

Un fit linéaire est donc réalisé pour chaque haimon On peut ensuite en déduire une
matrice contenant les coefficients permettant denatire la valeur de chaque harmonique
sphérique pour une valeur de courant donné.

Apres cette étape de calibration, le champ B ce&el’application d’'un courant lsur une
bobine est connu :

B= ZC,YI.IJMi ou G j le coefficient de I'harmonique i pour le bobingge
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5.5 Calcul des valeurs de courant a appliquer

Le champ créé par chaque bobine étant connu, tileflasuite résoudre le probleme inverse :
connaitre le courant a appliquer dans chaque bglminecréer un champ donné.

Chaque bobine de shim crée un champ ayant approxemeent la forme de I'harmonique
sphérique pour laquelle il a été construit, mais elée aussi des champs résiduels ayant les
formes des autres harmoniques.

Si on souhaite effectuer une correction de chamig slar I'harmonique sphérique j, le courant

devra étre principalement appliqué sur la bobile jcourant a appliquer seta= —.
1]
3 o K;
Le champ réel alors créé par ce courant seBaF:ZCi’jljt//i =C,; C—’zpj +_ijCi’jzpi ,
I J’] 1#]
soit le terme correctif attendu et un ensembleededs supplémentaires venant du fait que les
courants de shim n'agissent pas que sur une sautehique.
Le champ supplémentaire créé doit alors étre dorpigr I'application de courants sur les
autres bobines de shim : sur chaque autre harmemsigérique, le champ a corriger est de

C C

Is I

— ki — ki
B_Ci,j?wi _Ci,j Ci,il//i
i

k.
Pour créer le champ =k, , il faudra donc appliquer un courat]t:—J sur la bobine j,
i

" sur les autres bobines.

et des courant$, = —k;

INRB!

De maniére générale, sdit le vecteur contenant les coefficients des harmmsgh générer
et I le vecteur contenant les courant & appliquer,eurt géfinir la matricg, telle que
I = Bk

N Ci,j ..
ou g :_W pour i

I 1,1

1
et f .
1]
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5.6 Cas d'un volume d'intérét non centré sur le cen tre
magnétiqgue du systéme de gradient : effet d'un
changement de repéere

Les équations qui ont été décrites précédemmerit\vadables pour un volume (voxel ou
tranche) centré sur le centre de I'aimant, le eethtss axes d'acquisition correspond au centre
de l'aimant. Dans le cas ou le volume d'intéré&trpas centré sur le centre magnétique des
bobines de correction, les acquisitions effectuéekng d'axes se coupent au centre du
volume. La décomposition en harmoniques est alifestaée dans un repere qui est différent
du repére des bobines de correction. |l n'est dmag possible d'utiliser directement les
coefficients des harmoniques sphériques obtenuslgsaracquisitions pour calculer les
courants de shim a appliquer. Il faut apporter @esies correctifs pour tenir compte de ce
décalage.

Soit R=(0,x,y,z) le repére des bobines de corract® le centre du volume d'intérét, repéré
par les coordonnéesy(yo,zo) dans le repere (O,x,y,z) et R'=(0O',x',y",z")dpére centré sur O

et de méme orientation.

Un point de coordonnées (x,y,z) dans le repererR paur coordonnées :

X =X—X,
y:y_yo
2=2-12,

Les calculs des courants de shim se font a pasircdefficients des harmoniques sphériques
dans le repére R. Il faut donc connaitre le lielneeles coefficients calculés dans le repere R’
et les coefficients dans le repere R.
Par exemple, un coefficient k mesuré pour I'harmoaisphérique %y dans le repére R’
correspond a un champ de forme

k(x*-y*)

= Klx =) = (y-vo)’]

=K - y2) — 2xx -2y, + ¢ + ¥
Un coefficient k constaté dans le repéere R' neespond donc pas simplement a un
coefficient k dans le repéere R.
Un terme continux. +y. apparait dans I'équation. Il conduira simplemenb@ composante
continue du champ, qui se traduit par un changedefittquence. Ce terme n'intervient donc
pas dans le calcul des courants de shim.
Un coefficient k mesuré dans le repére R’ pourrtimmique sphérique34/ correspond donc
a des coefficients :  k pour 'harmonique sphexigfuy?

-2kxy pour I'harmonique sphérique x
-2kyy pour I'hnarmonique sphérique y dans le repere R

De la méme maniere, le rapport entre le coefficded harmoniques sphériques dans les
reperes R et R' peut étre déterminé pour chaquedméque sphérique.
Si les coefficients des harmoniques sphériques sxmtimeés sous forme de vecteur, il est
alors facile de déterminer une matrice carrée peamied'obtenir les coefficients dans le
repere R :



5-Procédure de shim automatique 5-52

K, 100 x, -z 0 =-2x, -2y, K',
k, 010 vy, 0 -z, 2y, -—2% k',
K, 0 01 -2z, -% -y, O 0 k',
k. | J]ooo 1 0o o0 o0 0 K .
k. | [O0O0O 0O 1 0 O 0 k',
K, 000 O 0O 1 0 0 K,
kee| |[OOO 0 0 0 1 0 | |K.,
Ky, 000 O O 0 O 1 K\

Une fois les coefficient& ainsi recalculés, les valeurs de courants a apgligeuvent étre
calculées de la méme maniere que précédemment.

5.7 Résultats

Cette procédure de correction automatique de I'lygméité a été mise en place sur un aimant
7T muni d'une console SMIS. Le fourreau de shincesstitué de bobines’zzX, ZY, X*

Y2, XY ainsi que de certaines bobines de troisiénaeeo?’, 7Y, Z°X, Z(X>-Y?), ZXY. Les
harmoniques de premier ordre sont générées pterhnediaire du fourreau de gradient.

Etant donné que les corrections d’ordre 3 ne pduvas toutes étre générees, le programme
se limite aux calculs et corrections sur les ordres 2.

La séquence d'acquisition est basée sur une séaguneloppée par SMIS pour cette
application. Elle a été améliorée pour prendre@npte les décalages de position puisque la
séquence SMIS était limitée a des acquisitionsréeatdans I'aimant.

Les données acquises sont traitées par un progragonteen langage C++. Il permet de
calculer les valeurs de courant a appliquer etedgaht de reprendre les valeurs de courant
utilisées pendant I'acquisition, de les ajouter aoxections. Un fichier contenant les valeurs
a appliguer est alors créé dans le format SMISrbgramme est décrit en annexe.

L'utilisation du programme de correction automagiqpermet un grand gain de temps par
rapport au réglage manuel ; en effet, la mesureirdesmogénéités dure entre une et deux
minutes et le traitement est quasiment instantané.

Dans un voxel de taille 4x 4 x4 nime programme permet d'obtenir des largeurs s rdé
l'ordre de 16 Hzin vivodans le cerveau de rat.

La Figure5-5 présente les variations du champ magnétiquendes par I'intermédiaire de la
séquence décrite précédemment, dans les 6 or@rgatiavant et aprés I'ajustement
automatique des courants. Ces mesures de chan@péorgtalisées sur le cerveau d'un rat. On
peut observer une nette ameélioration des profilshdenp sur le champ de vue.
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Figure 5-5. Evolution du champ magnétique le long des saxes de mesure, (a) avant correction
de 'homogénéité et (b) aprés correction automaticg!

Pour une tranche, la technique de shim automatierenet d'obtenir un champ plus
homogene sur I'ensemble de la tranche. Bien quadale I'eau provenant de I'ensemble de la
tranche soit plus large que celle obtenue par wmste@nent manuel, les images
spectroscopiques de I'eau dans la tranche morjuenta correction automatique apporte des
améliorations significatives. La raie de l'eau @we une largeur constante sur une plus
grande surface et se décale moins en fréquendeéglee5-6 illustre cet effet de la correction
automatique sur un tube d'eau. Apres traitementidesées, une lorentzienne est ajustée a la
raie de I'eau dans chaque voxel de 'image spembpmgque. Les images de la premiére ligne
représentent I'image de l'aire de la raie de I'e@wés ajustement automatique des courants
dans les bobines de correction (a) et apres urieapent manuel (b). Avec la procédure
automatique, on peut observer une meilleure honm@gede l'aire de la raie au centre de
I'échantillon ainsi qu'une meilleure définition desrds du volume sélectionné. Les images
de la seconde ligne représentent I'évolution deokition de la raie de I'eau dans 'image. On
peut observer que la position de la raie est ghlde avec la procédure de shim automatique.
Cependant, il subsiste une évolution de la frégaielecl’eau, principalement dans la direction
z. Les spectres présentés Figbr@ sont les spectres globaux issus du voxel dectséh
PRESS utilisé pour les images spectroscopiques.

Les deux spectres présentent trés peu de diff&elackargeur des deux raies est identique.
Cet exemple illustre bien le fait que la qualité siyectre global provenant du volume
sélectionné ne reflete pas forcement la qualit€ltamp magnétique en chaque point de ce
volume.
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Figure 5-6. Comparaison de la qualité d'images spectroscigpies d'un volume d'intérét
sélectionné dans un tube d'eau obtenues apres wdtion de la procédure de correction
automatique ou apres un ajustement manuel. Image déntensité de la raie de I'eau aprées
correction automatique(a) ou aprés ajustement marel (b). Image de la position du pic de I'eau

apres correction automatique(c) ou aprés ajustememhanuel (d).
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Figure 5-7. Spectres issus du volume total sélectionné pdes images spectroscopiques.
Comparaison entre le spectre obtenu apres I'util&ion de la procédure de correction
automatique (a) et aprés un ajustement manuel (b)
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5.8 Limitations

L'utilisation de la procédure automatique condwtingent a appliquer des courants plus
importants dans les bobines que ceux utilisés bellément lors d'une correction par une
méthode manuelle.

L'utilisation de courants importants conduit a wh&uffement du fourreau. Notre systeme de
refroidissement est insuffisant pour contrer cehaéiffement. Pour ne pas risquer
d’endommager le systeme, le temps des expériencisddnc étre réduit pour ne pas
atteindre une température excessive.

D’autre part, on observe une dérive de la fréquedoesignal de I'eau au cours de
I'expérience lorsque la procédure de shim autoruatiept utilisée. Cette dérive semble liée a
I'utilisation de courants de second ordre impoga@ette dérive peut s’expliquer par une
dérive des courants au cours du temps engendrameatérive de I'alimentation des bobines
ou une conséquence de I'échauffement. Ce problentenécessaire un réajustement régulier
de la fréquence de résonance.

De plus, l'alimentation des bobines impose degédsnsur les valeurs de courant qui peuvent
étre délivrées. Ces limites peuvent étre atteipescipalement pour les bobineé & X2-Y2.
Dans ce cas, le courant appliqué est le couraritelifre champ n'est alors pas corrigé de
maniére optimale.

5.9 Possibilités d’amélioration du systéeme

Une premiere amélioration serait d'utiliser lesiheb d'ordre 3 qui existent sur le systéme. |l
est facile d'étendre la méthode décrite précédermmerroisieme ordre. Cependant, seules
les bobines Z 72Y, 7?X, Z(X?-Y?), ZXY sont présentes dans le fourreau, les bobitfest

Y3 sont inexistantes. Il est important de prendrecempte I'absence de ces bobines, en
particulier pour le calcul des corrections a apgodans le cas d'un volume d'intérét non
centré. L'utilisation des bobines de troisieme @rgrourrait améliorer la qualité de
I'hnomogénéité du champ, cependant cela conduiraitigimnenter encore le courant global
nécessaire pour geénérer ces corrections, le sysétamt déja proche de ces limites en
n'utilisant que le deuxieme ordre, il est probadpél ne soit pas possible de générer ces
courants supplémentaires.

Différentes améliorations pourraient étre apporyms affiner la détermination des courants
a appliquer, comme par exemple I'utilisation susieesde deux valeurs différentes dpour
effectuer un premier ajustement puis I'affiner ghsant une valeur de plus importante, qui
permet de mesurer des inhomogénéités plus faibles.

Cependant, le probléme le plus limitant est laefaullicitation de I'alimentation et le fait que
les courants limites soient atteints. Une solugenait d’utiliser un systeme de shim passif
pour réduire les inhomogénéités de champ magnétiQaas ce cas, on suppose que les
déformations du champ magnétique sont toujours dmentype et un systéme est concu de
maniére a contrer ces déformations de maniéere ygasse champ obtenu est alors déja
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homogene sans ['utilisation des bobines de shinf. & type de technique est utilisé pour
l'imagerie fonctionnelle chez ’lhomme pour réduies inhomogénéités dues aux effets de
susceptibilité magnétique induits dans les zonesh@ws du palais. Un dispositif est alors
introduit dans la bouche pour contrer les effetsuagceptibilité. Différents types de systeme
ont été développés, utilisant des matériaux diatagnes (28,29) ou des bobines électriques
par exemple (30). Une autre méthode a été dévetoppé C.Juchem (31) pour améliorer
’homogénéité du champ chez le singe. Dans cewasysteme de shim passif est mis au
point pour chaque animal et adapté autour de déadi&t’animal.

Ce systéeme pourrait permettre de diminuer fortérfesndemandes de courant au niveau des
alimentations de shim. L'échauffement du systémurpit ainsi étre réduit et conduire a une
plus grande stabilité du systeme. Cependant, @dgpsysteme suppose soit de confectionner
un systéme de shim passif différent pour chaqumanice qui parait peu faisable dans les
études sur le petit animal, soit d'utiliser le mémystéme dans tous les cas et de pouvoir
positionner I'animal de maniere reproductible.
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6 Préemphases

6.1 Position du probleme

Pour provoquer l'effet attendu sur les spins, lesnes d'ondes des gradients de champ
magneétique doivent étre conformes a celles quiébdtprogrammeées. La commutation des
courants dans le fourreau conduit & la créationadeants induits (courants de Foucault) qui
contribuent de fagon transitoire au champ et aadignts de champ. Ces courants induits
sont proportionnels aux variations par unité deperdu flux magnétique. lls sont donc

induits pendant les montées et les descentes desedod'ondes des gradients. lls se
manifestent d’une part par des contributions aaxlignts programmeés et d’autre part par une
contribution transitoire au champ magnétique statigFigures-1).

Figure 6-1. a) forme de la commande de gradient b) gradiémésultant c¢) variations du champ
magnétique statique B

D'autres causes peuvent provoquer une réponserddemgs différente de la commande,
comme par exemple la non-linéarité des systemes@hques. Cependant, la mise en ceuvre
de systémes électroniques de plus en plus perfasnfatilisation de systémes digitaux plutbt
gu'analogiques) limite ce genre de problemes.

Pour diminuer les effets des courants de Foucamg solution consiste a déformer la
commande de maniére a ce que la forme d'onde rdeBegradients soit celle qui est
programmeée. Un systeme dit de préemphases eseupibur réaliser une déformation a la
montée et a la descente des formes d'onde deegimdune bobine supplémentaire permet
de générer une contribution transitoire au champnétique statique pendant les rampes de
gradient de maniere a corriger les variations giediites par les courants de Foucault.

Les effets des courants de Foucault peuvent étrééisés par une interaction entre le
fourreau de gradient et chacun des éléments carulgcprésents. Chacun de ces éléments
peut étre décrit comme un circuit composeé d'unadtahce et d'une résistance. Les différents
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éléments sont couplés par mutuelle inductance. dweant qui circule dans la bobine de

gradient peut ainsi générer un courant dans chélgueent conducteur, qui produira alors un
champ magnétique (32,33). Pour analyser ces chahymsjvient de les décrire comme des

sommes de fonctions exponentielles.

Les systemes de correction classiquement utiliség donc basés sur des corrections
exponentielles : les rampes de montée et de desceoint multipliées par une somme

d'exponentielles décroissantes (généralement tralent on peut ajuster le temps

caractéristique et l'intensité. Le méme type deeotion peut étre appliqué au champ statique
Bo, par l'intermédiaire d'une bobine spécifique qinére un champ statique transitoire.

6.2 Techniques de réglage des préemphases

Il existe principalement deux types de techniquas plétecter (et ensuite corriger) les effets
des courants de Foucault. La premiére est baséla suesure directe du champ induit dans
'aimant par des petites bobines placées dans dmimLa deuxiéme technique consiste a
appliquer un gradient de facon transitoire puisr@surer un signal RMN, et d'évaluer ainsi
I'effet de l'application du gradient sur le sigrext fonction du délai entre application et
mesure. Le signal mesuré peut étre simplementDapFdvenant d’'un échantillon homogene
ou une mesure de carte de champ par exemple (84pe@ ensuite réaliser les corrections
des préemphases soit de maniére manuelle et vi&ratoit en calculant les différentes
contributions apres calibration du systéme de ctimes. Nous avons choisi d’évaluer les
deux méthodes de mesure des courants induits Gamamt. Le réglage des préemphases
passe par la détermination des constantes de tempgs amplitudes des corrections a
apporter a la forme d'ondes des gradients afin demmser les effets des courants de
Foucault. Pour cela, on commence généralement |pameér les effets apparaissant aux
temps les plus longs (constantes de temps longu@s)aux temps plus courts.

6.2.1 Premiere meéthode : réglage des préemphases a l'aide d'un
gradiométre

La méthode décrite ici est basée sur la mesuretdiges gradients de champ magnétique
dans le fourreau de I'aimant par l'intermédiaireddaix bobines placées le long de I'axe du
gradient. L'appareillage que nous utilisons icitéd é&alisé par Villilam Senaj (35). Il se
compose d'un systeme de bobines (Fighi#8 reliées a un boitier intégrateur. La tension
induite dans une bobine placée dans un champ Veut{t) est proportionnelle aux variations
par unité de temps du champ en ce point.
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Figure 6-2. Gradiometre et boitier intégrateur : le gradianétre est constitué de quatre bobines,

deux bobines coaxiale placées le long de I'axe duamp magnétique statique pour mesurer les

gradients dans la direction Z et deux bobines plaes le long d'un axe orthogonal pour mesurer
les gradients dans une direction perpendiculaire.

Si deux bobines identiques sont placées le lonade selon lequel le gradient de champ
magnétique est appliqué, la différence de tensiredes deux bobines est proportionnelle a
la distance entre les deux bobines et aux varisgan unité de temps du gradient de champ
magnétique. En utilisant un systéme électroniquengggre la tension différentielle entre ces
deux bobines, on obtient une tension proportioereall gradient de champ magnétique.

Le systeme de bobines est placé au centre de figima choisissant les bobines utilisées et
leur orientation en fonction du gradient étudiéntégrateur est reli€ a un oscilloscope qui
permettra de visualiser le gradient généré dainsdra.

Le gradient appliqué est choisi de durée longumaeiere a pouvoir dissocier les effets de la
montée et de la descente du gradient. En effdg durée du gradient est faible devant la
durée des courants de Foucault induits, les effetervés lors de la descente du gradient
seront un cumul des effets résiduels de ceux iaghat la montée et de ceux induits par la
descente. En pratique, les gradients sont appligpgedant une durée de 100 a 500 ms. Des
gradients intenses (60 mT/m) sont choisis pour dueenes effets et pouvoir les corriger le
plus finement possible. Les temps de montée eledeente des gradients sont ceux utilisées
dans les séquences de spectroscopie($00
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6.2.2 Seconde méthode : réglages des préemphases a l'aide du signal
RMN

Un gradient est appliqué, pendant un période lomigwant la durée des effets de courants de
Foucault. Une impulsion de 90° est appliquée aampt variable aprés I'application du
gradient. Le signal de précession libre est relijedite apres I'impulsion (36). Si le gradient
est parfait (pas de courants de Foucault), il aageffet sur le signal observé, quel que soit
le temps entre le gradient appliqué et I'impulsién.présence de courants de Foucault, la raie
observée aprés transformée de Fourier est dépéacdéequence et élargie par rapport a la
raie observée en absence de gradient.

L’effet observé sur la largeur de la raie résulidalt que le résidu de gradient rend le champ
inhomogéne. L'effet sur la position de la raie peow d'une contribution au champ
magnétique statique induite par les courants decddty La déformation observée sur le
spectre dépend du temps entre le gradient et lismou (Figure6-3).

Les durées d'application et les amplitudes du gradiont choisies de la méme maniére que
dans la premiére méthode, pour séparer les efiegtsadx montées et aux descentes des
formes d'onde des gradients
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Figure 6-3. Effet, sur les spectres de I'eau, des courards Foucault induits par un gradient
appliqué avant I'impulsion d'excitation selon le dé&i entre la fin d'application du gradient et
I'impulsion d'excitation. Aucune correction de pré&émphases n'a été appliquée.
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6.3 Résultats

La méthode de mesure directe du gradient par Idigreetre a d'abord été utilisée. Des
exemples de ces mesures sont présentés sur l& Bigur

Gradient X — Rampe lineaire — 500 us
0.15 T T T

e
o
]

0.05 —

Gradient (% du max)

Temps (ms)

Figure 6-4. Mesure du gradient résiduel aprés commutationavant (vert) et aprés (bleu) réglage
du systéme de préemphases

Les réglages effectués ont permis de diminueetiets observés aprés la commutation du
gradient telle gu'observée a l'oscilloscope (coubbeue par rapport a courbe verte).
Cependant, lorsque l'effet du gradient sur le sighan échantillon est observé, aucune
amélioration n'est observée (non illustré).

Devant la difficulté de régler le systeme de préleasgs par cette technique, nous avons
préféré nous intéresser directement aux effetsleswwignal RMN. La Figures-5 montre
l'allure des spectres en fonction du délai entrénlalu gradient et I'impulsion aprés réglage
du systeme de préemphases. Pour une comparaisoquantitative, I'aire de la raie de l'eau
est évaluée par l'intégration sur I'ensemble detspela derniere mesure effectuée avec un
délai de 2 secondes entre la fin du gradient miplision est prise comme référence. La
Figure 6-6 montre les résultats obtenus pour le gradient.e&Xréglage permet une nette
amélioration pour les durées courtes (10 ms). Cegrendles effets subsistent pendant une
durée trés importante (100 ms). La société Magnegcannu un défaut de conception du
fourreau de gradients qui rend impossible ces ctores. Une opération est en cours pour
remplacer cet équipement.
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Figure 6-5. Effet, sur les spectres de I'eau, des courards Foucault induits par un gradient
appliqué avant I'impulsion d'excitation selon le d&i entre la fin d'application du gradient et
I'impulsion d'excitation. Mesures réalisées aprésaglages des préemphases
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Figure 6-6. Effet d'un gradient dans la direction X sur lesignal en fonction du délai entre la fin
du gradient et I'impulsion. En rouge, en l'absenceée correction de préemphases et en noir aprés
réglages

6.4 Conclusion

Le systeme de préemphases a été réglé de maniaeiraiser les effets des courants de
Foucault, cependant ces réglages restent peuassdists. En pratique, pour la spectroscopie
avec une séquence d'acquisition de type PRESSJélesnations du spectre apparaissent a
temps d'écho court. Les effets décrits lors delagég du systeme de préemphases subsistent
jusqu'a des temps de 100 ms environ aprés commuidi® gradients. En pratique, avec une
séquence PRESS, les effets observés sont diffé2ats ce cas, les gradients utilisés sont de
durée bréve (de l'ordre de 2 ms) et généralemeartedsité faible. Les courants induits sont
donc également faibles. De plus, pour des gradi@mpdiqués pendant une faible durée, les
courants induits pendant les rampes de montée @t¢stEnte peuvent se compenser dans une
large mesure.

Le temps d'écho minimum utilisable a été détermenéobservant l'allure des spectres
obtenus. Des perturbations apparaissent pour dgsstd'écho jusqu'a 30 ms environ. Pour
conserver une qualité de spectres correcte datesttes conditions, nous avons choisi de ne
pas réduire le temps d'écho en dessous de 40 ms.
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7 Mesure du pH extracellulaire dans les gliomes de

type C6

Le tissu tumoral se comporte de facon différenteisku sain. Dans le tissu cérébral sain, le
pH extracellulaire (pHe) est plus alcalin que leiptiacellulaire (pHi). Dans le tissu tumoral,
le pHi reste sensiblement le méme que dans le saBuou est Iégerement supérieur. Au
contraire, le pHe est plus acide dans le tissu tahtue dans le tissu sain. Le pHe peut varier
en fonction du type de tumeur (37-39). Ces difféesnconduisent généralement a une
inversion du gradient de pH entre I'extérieur gttérieur de la cellule. L'effet des molécules
utilisées en chimiothérapie est affecté par ce igridde pH, ces molécules étant
généralement des acides ou bases faibles, le tagmoe leurs concentrations intra et extra
cellulaires dépend de ce gradient de pH. Il estdomportant de connaitre et de prendre en
compte le pHe dans le traitement des cancers (1P&2plus, l'acidité du pH extracellulaire
semble faciliter la croissance des tumeurs (43-46)hibition des mécanismes de régulation
du pHe dans les cellules tumorales permet de @tjrolifération des tumeurs (43,47,48).
Plusieurs mécanismes qui contribuent a cette a&atibn du pHe dans les tumeurs sont
connus. Les protons qui sont expulsés des cellwewrales peuvent diffuser vers les
vaisseaux sanguins et donc étre évacués de la tuR@ur maintenir un pHe plus faible que
celui du sang, il faut donc une production corgide protons. Dans les tumeurs, la glycolyse
est activée et la respiration mitochondriale ektbiée (44,49,50). La glycolyse produit des
protons et du lactate en quantités identiques.pretns peuvent ensuite sortir des cellules
avec le lactate, soit par des cotransporteur (M&ai}, par diffusion de la forme neutre Hlact
a travers la membrane bilipidique (47,51,52). Lycglyse associée a un transport de lactate
peut donc expliguer une baisse du pHe et un maidtien pHi normal. Cependant, différents
transporteurs membranaires de protons, notamméchahgeur N4H® de type NHE1
(fortement exprimé dans les gliomes), semblentigtpiqués dans le maintien d'un pHe bas.
Une mesure combinée du pHe et du métabolisme, gicyd@r du lactate dans les tumeurs
pourrait donc permettre de mieux comprendre les amiémes conduisant a cette
acidification.

7.1 Techniques de mesure du pH extracellulaire

Différentes techniques ont été utilisées pour nederpH dans les tissus. La technique qui a
été le plus utilisée est la mesure par microéldeso(53,54). Cette technique a permis de
mesurer le pHe dans de nombreux tissus. Dans hesuts, elle a permis de montrer que le
pHe était plus acide que dans le tissu sain, nil@seussi montré une forte variabilité entre
les valeurs de pHe en fonction du type de tumeurs naaissi de la position de la
microélectrode. De plus, cette méthode est invasivea jamais été appliquée a des tumeurs
cérébrales.
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Des méthodes utilisant la spectroscopie par RMMN ou *°F ont aussi été utilisées. Ces
techniques exploitent I'échange entre les formadeacet basiques d’une molécule, qui fait
varier le déplacement chimique d'un atome. En spscopie di*'P, le pHi peut ainsi étre
mesuré a l'aide du déplacement chimique du phosphatganique, molécule endogéne et
intracellulaire. Des molécules exogenes qui restgtracellulaires peuvent étre utilisées pour
mesurer le pHe, comme le 3-APP (3-aminopropylphosate) (55,56) ou le 2-DG-6-P (57)
en *'P ou le 3-[N-(4-fluor-2-trifluoromethylphenyl)-stigmoyl]-propionic acid (56,58) en
19F'

En RMN du proton des molécules exogenes, dérivédamidazole ont été développées pour
mesurer le pHe (59). La premiere molécule testéeét@ le =+2-imidazol-1-yl-3-
ethoxycarbonylpropionic acid (60-62).

Les approches par spectroscopie 4B et du'®F présentent l'inconvénient d'étre peu
sensibles et donc de nécessiter des temps d’atigiikings et des volumes d’intérét grands.
L'utilisation de la RMN du proton permet des tenapacquisition plus courts et I'observation
de volumes plus faibles. De plus, cela peut permettobtenir une comparaison avec les
principaux métabolites détectés en RMN du protarsda méme expérience.

7.1.1 Principe de la mesure de pH par RMN

La mesure de pH par RMN est basée sur la différelecdéplacement chimique qui peut
exister entre des spins d’'une molécule dans saefanitle ou dans sa forme basique.
Soit un équilibre chimique entre deux molécules

ALF.B

Un spin, présent dans les formes A et B a un enmgment électronique différent dans les
deux formes et a donc des déplacements chimiqgtfésedits dans les deux formey et dg).
L’allure du spectre de la solution contenant A etdpend de la vitesse d’échange k entre les
deux formes (63). Si I'’échange est lent devanifférénce de déplacement chimiqua-0s)

les deux raies sont distinctes mais élargies de(Rigure 7-1).Si k = (0a-0g) il ¥ a
coalescence, les deux raies ne se distinguent plus.
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Figure 7-1. Evolution du spectre d'une solution composéedieux molécules (en proportion 2:1)
en échange, en fonction de la vitesse de I'échange

Si I'échange est rapide k >3x(-dg), on n'observe plus qu’'une seule raie dont latmsiest
intermédiaire entre les positiods etdg
_[A5, +[B]J,
“ [AI+[B]
et dont la largeur est donnée par :
(9, _5b)2 + 1
2k 7T,

Dans le cas ou A/B est un couple acide/base, lesecdrations de A et B sont liées au pH de

la solution et au pKdu couple acide/base
g[B]
[Al

pK, = pH-lo éguation de Henderson-Hasselbalch

Le pH de la solution est donc lié a la frequenceédenance observée.

)
H = pK, +log —% A
PH = pK, +log >

obs

Ainsi, la mesure de la fréquence de résonance diome du couple peut permettre de
connaitre le pH de la solution.
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7.1.2 IEPA et mesures de pHe par RMN *H

La mesure du pH extracellulaiia vivo par RMN du proton est basée sur la mesure du
déplacement chimique d'une résonance sensible alCepkndant, pour pouvoir réaliser ce
type de mesuren vivo, le couple acide/base utilisé doit répondre a arta;m nombre
d’exigences.

= Pour étre utilisée de maniére non invasiverivo, la molécule ne doit pas étre toxique
pour I'organisme ni beaucoup perturber la physi@og

» Les résonances des composés endogenes obsarvée® en RMN du proton sont
nombreuses. Les résonances d’intérét pour la medwreH doivent donc pouvoir se
distinguer aisément des résonances intrinsequissiu

= Pour ne mesurer que le pH extracellulaire, la mdéésonde doit rester cantonnée dans
I'espace extracellulaire.

= Le pKa du couple acide base doit se situer darmote de pH a mesurer puisque la
meilleure sensibilité est obtenue pour des valdarpH situées autour de la valeur de pKa.
La difference entre les déplacements chimiques fdeses acides et basiques doit étre
suffisamment grande par rapport a la résolutioctsple des spectres pour obtenir une valeur
précise de pH.

Le z*2-imidazol-1-yl-3-ethoxycarbonylpropionic acilEPA) (Figure 7-2) présente des
caractéristiques qui permettent de l'utiliser pdes mesures de pHe vivo. En effet cette
molécule reste cantonnée dans I'espace extradetlidan’est pas toxique pour I'animal. Les
protons situés sur le cycle de I'imidazole présenties déplacements chimiques compris
entre 6 et 8 ppm. Cette zone de déplacement chinggupauvre en résonances intrinséques
au tissu, ce qui facilite leur détection. De pless déplacements chimiques sont sensibles au
pH. Le pKa de la molécule est de 6.56.

N
[
N

CO,-CH,-CH

HOZC/K/ SR

Figure 7-2. Molécule de IEPA : +2-imidazol-1-yl-3-ethoxycdoonylpropionic acid

La molécule de IEPA ne traverse pas la barriérealiéorencéphalique, ce qui limite son
utilisation dans le cerveau aux zones ou la barest rompue, comme dans les tumeurs.

Une premiéere étude a été menée par Garcia-Marah(62) sur des rats porteurs de tumeurs
cérébrales C6. Des images spectroscopiques oréadigees de maniére a cartographier d’'une
part le pHe dans ces tumeurs et d’autre part iesipaux métabolites.
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Cette étude a permis de montrer la faisabilitéaded¢hnique et de comparer la répartition des
métabolites avec celle du pHe dans la tumeur. Le pidyen observé dans les tumeurs était
plus bas que dans le tissu sain mais les autewgsdaient une corrélation spatiale entre la
concentration de lactate et I'acidité extraceltelalors que les résultats n‘ont montré aucune
corrélation positive.

Afin de confirmer ce résultat et essayer de l'ejmr, nous avons apporté plusieurs
améliorations a la technique de mesure. La duraeqdisition des images a été réduite par
l'introduction de I'encodage spiral de I'espdcgroir chapitre 2) et la qualité des images a été
améliorée par l'introduction d’'une technique denstdutomatique (voir chapitre 5) et d’'une
meilleure suppression du signal de I'eau (voir @ne3). D’autre part, une nouvelle molécule
a eté développée pour améliorer la précisionasardsure du pHe.

7.2 La molécule de ISUCA

Le pHe moyen mesuré par le IEPA dans les tumeurssC@le 7.084 + 0.017 (SE)(62). La
zone de sensibilité optimale pour une sonde ptsieste autour de la valeur de pKa. Le pKa
de la molécule de IEPA étant de 6.56, il n'est lpamieux adapté pour des mesures de pHe
dans les tumeurs C6. Afin d'améliorer la senséili¢ la mesure, une seconde molécule a été
testée, ''SUCA : +2-Imidazol-1-ylsuccinic acid {feire7-3). Cette molécule dont la structure
est proche de celle du IEPA, présente des carstigfies assez similaires : elle reste
extracellulaire et son proton H2 présente un déphamnt chimique dépendant du pH (Figure
7-4). Cependant, son pKa étant plus proche de Bemsibilité de la mesure devrait, en

principe, étre meilleure.
N
A
5 2
N
/'\/COZH
HO,C

2

Figure 7-3. Molécule d'ISUCA : +2-imidazol-1-ylsuccinic ai. Le proton H2 présente un
déplacement chimique qui varie en fonction du pH
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Figure 7-4. Spectre d'une solution d'ISUCA dans du sérunet détails de la zone 6.5-9 ppm pour
différentes valeurs de pH

Ce travall a été réalisé en collaboration aveddiesratoires de Sebastian Cerdan (Instituto de
Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid) et deal Ballesteros (Laboratorio de Sintesis
Organica e Imagen Molecular, Instituto Universidarde Investigacion, Madrid). Le
laboratoire de Paloma Ballesteros a développéasdctérisé la molécule d'ISUCA, le
laboratoire de Sebastidn Cerdan a effectué les f@®liminaires de cytotoxicité et de
pharmacocinétique.

7.2.1 Courbe de titration du proton H2 de la molécule de ISUCA

7.2.1.1 Matériels et méthodes

Les expériences ont été réalisées sur un aimad0ddIHz, équipé d’'une console Bruker.
Douze tubes contenant du plasma de rat, de I''S(EZDANM) et du TSP deutéré (3-
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(trimethylsilyl)-propionic acid g 2 mM) ont été préparés. Le pH des solutions ajésté par
ajout d’acide chlorhydrique ou de soude de maraeceuvrir une gamme de pH allant de 3.5
a 10. Le pH a été ajusté a 37°C, les spectrest@mtgalement acquis a 37°C.

La séquence d’acquisition utilisée consistait ea impulsion de présaturation du signal de
'eau d’'une durée de 3s suivie d’une impulsionaegulaire de 8s dont I'amplitude est
ajustée pour obtenir un angle de 90°. La FID etadfuise avec 16384 points et une bande
passante de 4000 Hz.

Pour chaque valeur de pH, un spectre a été acyjiesdéplacement chimique du proton H2
déterminé. La raie du TSP a servi de référenceégdadement chimique. L’équation de la
courbe de titration a été obtenue par ajustememt npaindres carrés de I'équation
d’Henderson-Hasselbalch.

7.2.1.2 Résultats

La Figure7-5 montre I'évolution du déplacement chimique dotgn H2 en fonction du pH.

86

84 r

8.0 [

Déplacement chimique (ppm)

78
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Figure 7-5. Evolution du déplacement chimique du proton H2le la molécule d'ISUCA en
fonction du pH. Les mesures sont effectuées dans glasma de rat maintenu a une température
de 37°C

L’équation de la courbe obtenue est
pH = 6.92+Iogé_—&%
7.75-0
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7.2.2 Mesure des temps de relaxation T, et T, du proton H2 de 'ISUCA

Les mesures effectuées sur la molécule de IEPAr®Htraient que le JTdu proton H2 du
IEPA variait en fonction du pH. Ces valeurs seesitientre 40 et 70 ms pour un pH compris
entre 6.5 et 7.5.

Les temps de relaxatiom, Bt T, du proton H2 de 'ISUCA ont été mesurés a 37°Csddun
sérum, a un pH de 7.2, par des techniques classidiueversion-récuperation et de Carr-
Purcell. Le temps de relaxation transverseedt de 80.0+1.5ms (SEM, n=5) et le temps de
relaxation longitudinal Tde 1056 £ 10 ms (SEM, n=3).

7.2.3 Comparaison de I'lSUCA et du IEPA

Le Tableaur-1 donne les valeurs de pKa et des déplacemeimtsqetes asymptotiqued et

Og) pour les deux molécules. Les valeurs asymptosiqaoaur les deux molécules sont trés
proches, cependant, le pKa pour 'lSUCA est pluscpe du pH étudié, ce qui permet
d’obtenir une meilleure sensibilité. Par exemplegrs considere une zone de pH comprise
entre 6.8 et 7.2, les variations de déplacememighie observées dans cette gamme seront
respectivement de 0.2 ppm pour le IEPA et 0.25 ppur PSUCA.

pKa oa (ppm) | O (ppm) | T2 (ms, pH=7.2)
IEPA 6.56 8.85 7.73 65
ISUCA 6.92 8.85 7.75 80

Tableau7-1: Valeurs du pKa et des déplacements chimiquasymptotiques et du temps de
relaxation transverse pour les molécules d'ISUCA ede IEPA, mesurés dans du plasma de rat a
37°C

D’autre part le 7 mesuré pour le proton H2 de 'ISUCA est beaucolys pmportant que
celui du proton H2 du IEPA dans les mémes conditi®our des concentrations équivalentes
et avec les mémes parametres d’acquisition, leoragignal/bruit dans les spectriesvivo
devrait donc étre amélioré par I'utilisation dentauvelle molécule sonde.

L'utilisation de I'lSUCA dans ces expériences dévdmnc permettre d’améliorer d’une part
la précision du déplacement chimique mesuré gracen& augmentation du rapport
signal/bruit, et d’autre part la précision sur @eur de pH déduite grace a une meilleure
sensibilité du déplacement chimique de I''SUCA dargamme de pH d'intérét.
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7.3 Définition du protocole d’infusion

Pour pouvoir étre utilisé pour mesurer le pHe ddas tumeurs cérébrales par imagerie
spectroscopique, le proton H2 de I'ISUCA doit irésent en concentration suffisante dans
la tumeur pour étre détectable et cette conceotratoit rester suffisante pendant un temps
suffisant pour permettre I'acquisition des imagest pendant 30 minutes au moins.

7.3.1 Etude de la pharmacocinétique et de la cytotoxicité de I''SUCA

Les études préliminaires de cytotoxicité et de plaocinétique ont été réalisées par le
laboratoire de Sebastian Cerdan.

7.3.1.1 Cytotoxicité

Les études de cytotoxicité de I''SUCA ont été s&adsin vitro, sur des cellules de culture.
L’état des cellules était déterminé en mesuramuiantité de lactate dehydrogenase (LDH)
relargué dans le milieu de culture lorsque de IT3Uétait incubé dans le milieu de culture
des cellules. En effet, les cellules non viablegatment perméables aux grosses molécules,
comme la LDH. Ainsi, la présence de LDH dans leiguilest un signe de mort cellulaire.
(I'absence de LDH dans le milieu étant un signeialeilité des cellules).

L'étude de cytotoxicité a été effectuée sur degumes de cellules C6 incubées avec
différentes concentrations d'ISUCA allant de 5 @ rhd.

Une libération de LDH n'a été mise en évidence pgaé& 6 h d'incubation avec une
concentration supérieure a 50 mM.

7.3.1.2 Pharmacocinétique

Des études pharmacocinétiques ont été réalisées daterminer un protocole d'infusion
d'ISUCA permettant d’obtenir des concentrationdisarites d'ISUCA dans le sang, sans
présenter d’effets nocifs.

Les expériences ont été menées sur des rats médes e 200-250 g, anesthésiés avec de la
xytazine (8 mg.kg) et de le kétamine (80 mg.Kppar voie intrapéritonéale. L'ISUCA est
injecté par la veine jugulaire droite. Des préléeats de sang ont été réalisés toutes les 10
minutes dans la veine jugulaire gauche (0.2mL). Bekantillons d’'urine étaient aussi
prélevés toutes les 5 minutes. Les échantillongerdteensuite analysés par HPLC pour
déterminer la concentration d'ISUCA.

Différents protocoles ont été testés pour obteainthniere rapide une concentration stable
d'ISUCA dans le plasma, puis maintenir cette comagan sur une certaine durée. Apres
analyse de I'évolution des concentrations d'ISUGHsdle plasma pour les différents
protocoles, le choix s'est porté sur un protocalel@ux phases. La solution d’'ISUCA 2 M est
préparée dans de I'eau, le pH est ajusté a 7.ajpat de NaOH. Dans la premiére phase,
I'ISUCA est injecté avec un débit de 0.33 mmol.thkg™* pendant 20 minutes, puis dans la
deuxiéme phase, le débit est réduit & 0.2 mmol'rkgt pendant 40 minutes.



7-Mesure du pH extracellulaire dans les gliomesyde C6 7-74

Le méme protocole a été testé avec le IEPA, afincamparer la cinétique des deux
molécules.

Les résultats pour ce protocole sont présentés tn@igure 7-6). La concentration
plasmatique d'ISUCA augmente rapidement en 10 ragpbur atteindre un plateau autour
de 45mM puis se stabilise. La concentration daosnké semble assez stable pendant
l'infusion et diminue lentement aprés l'arrét adusion.

En comparaison, le IEPA augmente plus lentemeatteint un plateau de concentration plus
faible (30 mM environ). Les concentrations urinaisesit globalement plus importantes que
celles de I''SUCA, mais aussi tres variables.

Pour un méme protocole, ''SUCA devrait donc petmeeti’obtenir des concentrations plus
importantes dans le cerveau.



7-Mesure du pH extracellulaire dans les gliomesyde C6

7-75

o

Concentration urinaire (mM)

Concentrationplasmatique (mM) >

()]
o

n
o

w
o

N
o

10

1000

800

600

400

200

< IEPA
+ |ISUCA

| | I | L1 I 11| I I J I I 11| ‘ 111 J | ‘

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (min)

¢ IEPA
+ [ISUCA

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (min)

l ISUCA I ISUCA l
0.33 mmol'minkg 0.2 mmol/min/kg

Figure 7-6. Evolution des concentrations plasmatiques (At urinaires (B) d'ISUCA ou de IEPA,
mesurée par HPLC pendant le protocole d'infusion. ks barres d'erreur correspondent a
I'erreur sur la moyenne (SEM), n=3, sauf pour les gints sans barre d'erreur (n=1)
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7.3.2 Etude du protocole par spectroscopie monovoxel in vivo

Le protocole ainsi défini a ensuite été testé g rats porteurs de tumeurs C6. Des spectres
localisés dans la tumeur ont été acquis tout ag tnl'infusion de maniere a déterminer si
les quantités d'ISUCA dans la tumeur étaient saffiss pour les mesurer par imagerie
spectroscopique, et a partir de quelle durée cetieentration était suffisante.

Le protocole définitif utilise une solution d’ISUCA0ins concentrée (1 M), les quantités
injectées (adaptées en fonction du poids du rat) sentiques, soit 0.33 mmol.mirkg*
pendant 20 minutes puis 0.2mmol.ihikg®. Le protocole doit permettre l'acquisition
d'images spectroscopiques de I''SUCA sur une ddee8h environ apres le début de
I'infusion. La durée de l'infusion a donc été ajfjéa a deux heures au total.

7.3.2.1 Implantation des tumeurs C6

Des gliomes ont été induits dans les cerveaux desm&istar par l'injection des cellules
tumorales C6 obtenues a partir d’'un gliome malimauement provoqué dans un cerveau de
rat (ATCC, The Global Bioresource Center).

Une dose de 5pl de cellules C6 en suspensiohcélldiles, préparées dans du milieu DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle Medium, Life Technologjjecontenant 2% de glutamine et 1%
d’antibiotiques supplémentaires) a été injectéendaiére stéréotactique 3.5 mm en-dessous
de la dure-mere dans le noyau caudé droit de chdesioerveaux des rats.

7.3.2.2 Préparation des animaux pour les expériences RMN

Les animaux ont été anesthésiés par de l'isoflubs#tedans un mélange d’air et d’oxygéne
(80%/20 %) puis maintenus sous anesthésie avedsaddluirane (1.5-2.5%) Des cathéters
étaient placés dans la veine et 'artére fémotdie trachéotomie était ensuite réalisée pour
pouvoir maintenir la respiration des animaux paventilateur.

La pression artérielle, la température rectal@etespiration étaient contrélées pendant toute
'expérience. La température rectale était mainkeau37°C par un systeme de régulation
couplé a une circulation d’eau chaude placée sotsat |

7.3.2.3 Spectroscopie monovoxel

Les rats étaient ensuite placés dans un bercetitelanaintenue par des barres d’oreille. Une
bobine de surface de diameétre 25 mm était aloplau-dessus de la téte de I'animal.

Des images de repérages ont été réalisées aveseguence d’écho de spin, pondéréee gn T
avec un temps d’écho de 80 ms et un temps de liépétié¢ 3000 ms. Neuf tranches de 1 mm
ont été acquises dans une orientation coronalenguitranches en orientation transverse.

A partir de ces images, un voxel de 4x4x4tétait positionné dans la zone tumorale. La
séquence d’'acquisition utilisée est la séquenceSF=R&vec un temps d’écho de 40 ms, les
caractéristiques détaillées de la séquence somitedécans le chapitre 2. La suppression
d'eau est réalisée par un module de type VAPOR  (whiapitre 3). Quatre-vingt
accumulations sont réalisées, la durée d'acquisdgd alors de 4min30s (TR=3.3s), 4096
points sont acquis avec une bande passante de 10 kHz
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Apres ajustement des parameétres de la séquenceed&oscopie, un premier spectre était
réalisé avant de commencer l'infusion d'ISUCA. Besctres étaient ensuite acquis toutes les
5 minutes pendant toute la durée de l'infusionr&haque spectre avec suppression d'eau,
un spectre de I'eau était acquis pour mesureglguince de résonance de I'eau et modifier les
fréequences d'émission et de réception en cas divas.

A la fin de I'expérience, des images pondérégaprés injection d’un agent de contraste ont
été acquises pour vérifier la perméabilité desseaisx tumoraux. Les images ont été realisées
avec une séquence d’écho de spin, avec un tempisodtie 30 ms et un temps de répétition
de 500ms. Les images ont été réalisées en oriemtatansverse, les tranches étaient
positionnées de la méme facon que pour les imagedépées en ;I Une premiere seérie
d'images était réalisée puis 0.5mmol*kde Gd-DOTA était injecté par la veine fémorale.
Une série d'images était acquise juste apres ttiga puis toutes les 30 secondes.

7.3.2.4 Traitement des données

Apres un zéro-filling pour obtenir 8192 points, filtre temporel de type lorentzien, de
largeur 8 Hz est appliqué, le spectre est enfinrabtgar transformée de Fourier. Les trois
raies de I'ISUCA sont ajustées par des lorentzienie maniere a estimer leur aire. La
distinction entre les raies H4 et H5 n’étant pagdors évidente, étant données leurs positions
proches, la somme des aires des deux raies asegtal

7.3.2.5 Résultats

La Figure7-7 montre I'évolution des spectres dans la zoae9%ppm au cours du temps. Les
raies commencent a apparaitre a partir de 15 nsrapges le début de l'infusion. La raie H2
peut étre quantifiee au bout de 20 minutes pous tes animaux (Figure/-8). La
concentration d'ISUCA continue a augmenter toutlang de l'infusion et reste stable
pendant les trente minutes suivant l'arrét deuliioin. Ceci peut s’expliquer par une diffusion
progressive de I'ISUCA de la périphérie de la tumeien perfusée, vers son centre.

7.3.3 Conclusion

~

Le protocole d’infusion ainsi défini permet a I'lSBA d’atteindre une concentration
plasmatique assez stable pendant une durée supéde@h. Cette concentration est en
dessous de la limite de toxicité de 'ISUCA. L'ISB(énétre bien dans les tumeurs C6 et
peut étre détecté par spectroscopie localisée atd® 15 a 20 minutes. Pour assurer une
bonne qualité des images spectroscopiques, nogsdaths 50 minutes apres le début de
I'infusion pour réaliser les images spectroscomque
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Figure 7-7. Evolution des spectres acquis dans un voxelntenant la tumeur (TE=40ms) dans la
zone 6 a 10 ppm, pendant l'infusion de la molécut#ISUCA
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Figure 7-8. Evolution de l'aire des raies du cycle de I''SCA en fonction du temps, pendant une
infusion, dans un voxel contenant la tumeur. Les ps H4 et H5 étant difficiles a distinguer in
vivo, la somme des deux pics est représentée. Lesrs d'erreur correspondent a I'erreur sur la
moyenne. L'expérience est réalisée sur 8 animaux fsaoutes les valeurs n'‘ont pas pu étre
déterminées pour chaque animal
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7.4 Imagerie spectroscopique des métabolites et du pH
extracellulaire

bY

La diminution du pH extracellulaire dans les tunsewst difficile a expliquer. Elle a
probablement différentes causes. Une hypothéeseegliquer cette diminution est basée sur
la production de lactate. En effet, dans la plughes tumeurs, une augmentation de la
production de lactate est observable. Le lactatpresluit dans les cellules et sort des cellules
sous forme neutre. Il serait alors dissocié daasphce extracellulaire en lactate et un proton.
Une augmentation de la production de lactate pautanc étre a l'origine d’une
augmentation du nombre de protons dans I'espaceaceXulaire, c'est-a-dire d'une
diminution du pHe. Les premieres expériences meaees la molécule de IEPA ont permis
de cartographier sur le méme animal, le pHe eptexipaux métabolites, en particulier, le
lactate. L'objectif des expériences menées ave’UIBA est dans un premier temps de
confirmer les résultats obtenus précédemment, es dan deuxiéme temps de mieux
comprendre les mécanismes de l'acidification du pHebservant les effets d’'une infusion
de glucose, d'une part sur le pHe et d’autre partssproduction de lactate.

7.4.1 Protocole expérimental

Les études ont été menées sur des rats porteutsngerrs C6, le protocole d’'implantation,
ainsi que de préparation des animaux pour le #8M était le méme que celui décrit dans le
paragraphe 7.3.2, pour la définition du protocadiefdsion.

Deux types d’images spectroscopiques ont été aegjssit avec un temps d’écho de 136 ms,
en 12 min, pour observer les métabolites, soit avetemps d’écho de 40 ms, en 25 min, pour
cartographier la molécule d'ISUCA et donc le pHe/aAt chacune des acquisitions, une
image spectroscopique dans les mémes conditiors saas suppression d'eau était réalisée
pour servir de référence.

Dans un premier temps, des images pondérgemflTété acquises avec une séquence spin-
echo (TE=80ms, TR=3s), dans les directions corgnale transverses de maniere a
positionner le volume d'intérét (15x15x3 mmians le plan transverse). Aprés ajustement des
différents parameétres des séquences d’acquisitidas, images spectroscopiques étaient
acquises, a temps d’écho court pour vérifier laliguae I'image et vérifier I'absence de
résonance dans la zone 7-9ppm, et a temps d’éctyp dour la mesure des métabolites.
L'infusion d’'ISUCA était alors amorcée, avec le foanle décrit précédemment. Aprés 50
minutes d’attente, deux images successives a tepho court étaient réalisées. Ces deux
acquisitions étaient réalisées pour vérifier stdacentration d'ISUCA a une influence sur le
pHe mesuré. L'infusion d'ISUCA était alors arrégtaemplacée par une infusion de glucose
(0.2 mmol.mirt.kg?). Aprés 30 minutes, une image & temps d'écho ceurine a temps
d’écho long étaient acquises successivement. Enfie, injection de Gd-DOTA, suivie
d’acquisitions d’'images pondérées(TE =30 ms, TR =500 ms) étaient réalisées.
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Dans ce qui suit, les différentes images sont noesnpd pour les images a temps d'écho
court et Met pour les images a temps d'écho loagpremiere acquisition a temps d'écho long
est nommée Met(pre), les deux images successiggssas apres infusion d'ISUCA, pH1 et
pH2 et les images acquises pendant l'infusion deoge Met(glc) et pH(glc) (Figuig9).

Gd-DOTA

!
(,)@5@. bp’\(\%‘ ISUCA infusion Glucose infusion
& & g;“;{: 1.2 mUh 1.2 mLh
=
55 Ims 408;5 bt e b 408# RN Gime P 408%5 Sliss lms AL
12 min 25 min gmin| 25 min 25 min 8 min 25 min §‘ 12 min
Met (pre) pH1 pH2 pH (glc) Met (gic)

Figure 7-9. Protocole décrivant les infusions et les acaiiions réalisées.

7.4.2 Acquisitions et traitement des données

Caractéristiques de la séquence d’imagerie spectroscopique pour 'ISUCA

Le proton H2 de I'ISUCA a un temps de relaxatignrdlativement court (80 ms) Il est donc
nécessaire d'utiliser un temps d’écho court pounvpa l'observer, d’autant plus que les
concentrations obtenues dans la tumeur restenkesailhe temps d’écho choisi pour les
images de I'ISUCA est de 40 ms.

Les caractéristiques détaillées de la séquencedsomtées dans le chapitre 2. Brievement, la
séquence est constituée d'un module PRESS suigralients d’encodage spiraux. Quatre
entrelacements spatiaux et 32 entrelacements temsp@ont réalisés. Une premiere
acquisition est réalisée pour obtenir I'image smsttopique de I'eau en 6min30s. Le
module de suppression d’eau (voir chapitre 3),edaté avec des modules OVS, est ajouté
pour I'image spectroscopique de I''SUCA. Quatreuanalations sont réalisées, pour donner
un temps d’acquisition de 25 min42s.

Caractéristiques de la séquence d’imagerie spectroscopique pour les métabolites

Le temps d’écho choisi pour les métabolites est3ms. Ce temps d’écho a été choisi pour
améliorer la séparation entre le lactate et leddig Le doublet du lactate situé a 1.3 ppm est
inversé a ce temps d'écho alors que la raie dieledipnobiles (1.2 ppm) reste positive. Dans
ce cas, 2 entrelacements spatiaux et 32 entrelatern@mporels sont réalisés. Pour chaque
acquisition, une image de I'eau est réalisée ennd®s, puis une image avec suppression
d’eau est réalisée, avec 4 accumulations, en 124r8n5

Les puissances des impulsions RF de la séquenc€F,Rie module de suppression d'eau et
des modules OVS sont réglés indépendamment podelesséquences d'acquisition.
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Traitement des données

Les images spectroscopiques sont reconstituéedilesant un programme écrit en C++,
développé par Bassem Hiba pendant sa these (14)trajectoires calibrées sont utilisées
dans chaque cas pour reconstruire I'esgaddn filtre de Hanning ainsi qu’un zéro-filling
sont réalisés dans les deux directions spatialasfiltde gaussien avec une apodisation de
8 Hz ainsi qu’un zéro-filling sont réalisés dangligection spectrale pour obtenir 1024 points.
Dans les deux cas, la résolution spatiale finalel@e®.5 mm.

De maniére a corriger les inhomogénéités de chdrgs effets de courant de Foucault dans
les images, les images de I'eau seront utiliséesym référence pour corriger les images des
métabolites, par déconvolution (65,66).

La quantité de signal obtenu pour les raies ddJIG8 étant relativement faible, les images
spectroscopiques a temps d’écho court seront aedysn magnitude. Par contre, les images
spectroscopiques a temps d’écho long seront tea@Beautilisant les données complexes.

Les différents métabolites sont quantifiés ensailt un programme sous IDL, permettant de
faire un ajustement des différentes raies par cientziennes. Dans tous les cas, le seuil de
détection des raies est fixé a deux fois le rapgigmal sur bruit. Dans le cas des images a
temps d’écho court, les raies H2, H4 et H5 soningiiéds simultanément. Le déplacement
chimique de la raie H2 dans chaque voxel permedéthiire la valeur du pHe en chaque
point.

Dans le cas des images a temps d’écho long, laneh(3.0 ppm), la créatine (3.2 ppm), le
NAA (2.0 ppm), le lactate (1.3 ppm, doublet inversg)es lipides (1.23 ppm) sont quantifiés
de maniére simultanée, en considérant que lesuergies différentes raies sont identiques.
L’aire des différentes raies permet de reconstiles images des différents métabolites.
Lorsque la présence de lipides est détectée, tatéan'est pas quantifié, afin d'éviter une
mauvaise estimation de la quantité de lactate du@ superposition des deux raies. La
guantification est réalisée sur lI'ensemble de Igmaspectroscopique acquise. Une
guantification de la choline, de la créatine et NlMA est aussi réalisée sur les images
acquises a temps d'écho court, de maniére a véliigualité des images. Cependant, la
gualité des images étant supérieure a temps d’kxigp pour les métabolites (présence de
lipides et moins bonne suppression d’eau), les @waytemps d'écho long seront utilisées
pour toutes les quantifications réalisées sur lésbolites (valeurs moyennes, corrélation).

7.5 Résultats

Pour les expériences d'imagerie spectroscopiques,tuimeurs ont été implantées sur 24
animaux. Les animaux ont ensuite été choisis sbhase d'images pondérées Mexpérience

a été réalisée au total sur 18 animaux. Cepentiaptotocole complet nécessite 5h. Cette
durée est trés importante a la fois pour l'animéja affaibli par sa tumeur, mais aussi pour le
spectrométre. Parmi ces animaux, certains n'ontsp@agecu pendant toute la durée de
I'expérience, pour d'autres, des problemes dergmgrm'ont pas permis de réaliser l'infusion
d'ISUCA correctement. Pour d'autres animaux, debl@mes d'échauffement du systeme de
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gradient nous ont obligé a arréter I'expériencealEment, 5 animaux présentent des données
exploitables. Quatre animaux ont subi le protocoleplet, pour le dernier, I'expérience a été
arrétée avant l'infusion de glucose en raison éalmauffement du systéme de gradients.
D’aprés les images pondérées €k T, apres injection de Gd-DOTA, ainsi que d’apres les
coupes histologiques réalisées, on peut remarquerles tumeurs étaient de taille et de
comportements différents (Figuie10). Les rats Y66 et Y71 présentaient des tumdars
petite taille, celle du rat Y71 était tres nécrodcau centre alors que celle du rat Y66 ne |'était
pas. Les trois autres présentaient des tumeurggphsses. Chez le rat Y49, il y avait peu de
nécrose alors qu’elle était importante au centez ¢bs rats Y89 et Y92.

Rat Y66

Figure 7-10. Images pondérées;let coupes histologiques pour les cing animaux étifs.

La Figure7-11 montre des exemples de spectres issus deisidogs pH2 et Met(pre). Dans
les zones tumorales, les pics d'ISUCA sont bieibleis sur les spectres a temps d'écho court
(c, d). Sur les spectres a temps d'écho long, chatéa (f, g) et parfois des lipides (f) sont
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présents. Le spectre f est un exemple de spectida guantification du lactate n'est pas
réalisée en raison de la contamination possiblelgmiipides. Dans le tissu sain, aucune
présence d'ISUCA n'est détectée (e) alors que NBWo et tCr sont présents (e et h).

Lip

L
10 8 6 4 2 0 10 8 6 4 2 0

tCho tCr NAA

\/,/

.
10 8 6 4 2 0 10 8 6 4 2 0
ppm ppm

TE =40 ms TE =136 ms

Figure 7-11. Exemples de spectres issus des images spscpigues acquises avec des temps
d'écho de 40 ms et 136 ms : Images pondérées(d) et pondérée T apres injection de Gd-DOTA
(b), spectres issus des images spectroscopiques Z&ms et spectres issus des images
spectroscopiques TE=136 ms dans trois zones caratéques : zone tumorale nécrotique (c, f),
zone tumorale non nécrotique (d, g) et tissu sair (h)

7.5.1 Cartes des métabolites

Les images spectroscopiques acquises a temps dlénbopermettent de reconstruire les
cartes de concentration des principaux métabolit€ho, tCr, NAA et lactate. Ces cartes
permettent de retrouver des distributions des Iboéitas semblables a celles décrites dans de
précédentes études (62,67) dans le tissu saimstiegtumeurs.
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Le tissu sain présente une grande quantité de NIRACho et de tCr, et peu de lactate. Au
contraire dans les tumeurs, la concentration de NiArqueur des neurones est fortement
diminuée, la créatine est aussi diminué, alors lquéCho, indicateur de la prolifération
cellulaire (68) est légerement augmentée, en péigica la périphérie de la tumeur. De fortes
concentrations de lactate sont observées (Fiplr2).

a) Image T2 c) NAA e) tCho

d) tCr f) lact

o~

Figure 7-12. Exemple de cartes métaboliques obtenues paur rat : a) image pondérée 1, et b)

image pondérée Tacquise aprées injection d'agent de contraste, eppition du voxel de sélection

PRESS. Cartes des différents métabolites dans lexa sélectionné c) NAA, d) tCr, e) tCho et f)
lactate

7.5.2 Comparaison des données obtenues a des temps d'écho de 40 ms
et 136 ms

Comparaison des quantifications des guantificatides métabolites a partir des images a
temps d'écho de 40ms et 136ms

Afin de vérifier la qualité des images spectrosqaps acquises a temps d'écho court,
différents tests ont été réalisés. La qualité gdaéles images a été évaluée en comparant la
guantification des principaux meétabolites (NAA, t€t tCho) obtenues sur les images
Met(pre) et pH2 (Figur&-13).

Plusieurs phénoménes pourraient détériorer la letiog entre les aires des raies obtenues
pour les deux images : la quantification du NAA sl#es images pH2 est perturbée, dans les
zones tumorales, par la présence d'une raie lagdigides associée a une faible quantité de
NAA (Figure 7-11 c et d). Les raies de tCr et de tCho peuveatprturbées par la présence
d'ISUCA (raies autour de 2.9 et 3.1 ppm -Figuiré), ces raies correspondant a des spins
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couplés, leur forme peut étre différente aux demmps d'écho et donc perturber les raies de
tCho et de tCr de maniere différente sur les demages.

Les corrélations, calculées sur I'ensemble desanipentre les images Met(pre) et pH2 sont
satisfaisantes étant donnés les différences qeenlps d'écho peut occasionner (Tablé&).

T,-image NAA (pre) tCr (pre) tCho (pre)

e | b N

¢

T,-Gado image NAA (pH2) tCr (pH2) tCho (pH2)

Figure 7-13. Comparaison entre les images métaboliques ebues avec les acquisitions Met(pre)
(TE=136 ms) et pH2 (TE=40 ms) pour NAA, tCr et tCho
L'imagerie spectroscopique par un encodage sgeal'espacek ne souffre pas a priori
d'artefact de déplacement chimique, contrairemarttachniques utilisant un encodage de
I'espacek classique par des gradients de phase. Cependant,sfgn assurer, nous avons
vérifié que les corrélations entre les images alermpour les métabolites aux deux temps
d'écho n'étaient pas améliorées par une transldiime image par rapport a l'autre.
La comparaison entre les images acquises a un r@&mps d'écho, mais séparées par une
durée importante (pH2 et pH(glc), Met(pre) et Mif{gmontre la stabilité du systéme, les
corrélations étant trés importantes malgré les fioadions qui pourraient étre occasionnées
par le glucose.
En conclusion, la reproductibilité, pour le mémpedyd'image, TE=136ms ou TE=40ms est
bonne, la qualité des images acquises a tempsoddéciit est comparable a celle des images
a temps d'écho court, et il n'y a pas de differateg@osition entre les deux types d'images.
Une comparaison directe des cartes de pHe et tigdagst donc possible.
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Comparaison des images Met(pre) (TE=136ms) et plEHE2Z40ms)

r n P
tCho 0.8608 1557 <0.0001
tCr 0.7301 1729 <0.0001
NAA 0.7626 1704 <0.0001

Comparaison des images Met(pre) et Met(qglc) (TERIS6

tCho 0.8412 1914 <0.0001
tCr 0.8547 1387 <0.0001
NAA 0.8103 1273 <0.0001

Comparaison des images pH2 et pH(glc) (TE=40ms)

tCho 0.9342 1775 <0.0001
tCr 0.8875 2177 <0.0001
NAA 0.9369 2925 <0.0001

Tableau 7-2 Coefficients de corrélation obtenus pour I'enseble des animaux. Comparaison des
aires des principaux métabolites obtenues pour lésages : comparaison entre les deux types
d'acquisitions (TE=40ms et TE=136ms) et comparaisaotles images de méme type acquises a

différents moments

Validité de la mesure de pH

La mesure de pH repose sur I'évaluation du déplaceohimique du proton H2 de I''SUCA.

Il est donc important de pouvoir évaluer la prérisides mesures de déplacement chimique.
Pour cela, nous avons comparé la distribution deladément chimique obtenue pour
I'ISUCA et pour une autre raie. La raie de tCré&adttoisie pour cette étude. Le NAA ne peut
pas étre utilisé pour cette étude puisqu'il edtadsee intensité, voir inexistant dans les zones
tumorales. tCr a été préféré a tCho car l'interdgeraies de tCr est assez comparable a celles
d'ISUCA dans les zones tumorales. L'écart-type lauposition de la raie de tCr est de
0.075 ppm pour lI'ensemble des rats. Cette valewrresestimation de I'erreur probable dans
un voxel individuel. La raie de tCr peut étre perée par la présence d'ISUCA dans les zones
tumorales. De plus dans certains cas, la proxientée tCr et tCho perturbe la quantification.

Il est donc probable que la précision sur la mesleedéplacement chimique de la raie
d'ISUCA, bien isolée, soit meilleure. Pour I''SUQ&cart-type est de 0.119 ppm, cette valeur
montre que la position de la raie d'ISUCA varientgniere plus importante que celle de tCr.
La plus grande dispersion des positions des rdi8sl@A suggére donc une variation du pHe
dans les tumeurs. La mesure ainsi réalisée estakssz sensible pour détecter des variations
de pHe a l'intérieur d'une tumeur.
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7.5.3 Cartes de pHe, influence de la concentration d'ISUCA sur la
mesure de pHe

La molécule d'ISUCA est détectée principalementsdén zone tumorale. Pour chaque
animal, cette zone a été repérée a partir des sa@edérées et T, et une région d’intérét
rectangulaire a été définie, les mesures de pHmdabolites et de corrélations sont réalisées
dans ces zones. La Figurel4 donne des exemples de cartes de pHe et des ddet la
guantité d'ISUCA pour les deux acquisitions, pH1lpeét2 pour deux rats, dans les zones
tumorales définies sur les images.

ISUCAL ISUCA2

ISUCA1 ISUCA2

Figure 7-14. Exemples de cartes de pHe pour deux rats : &ages pondérées Javec emplacement
de la zone d'intérét, cartes de pHe et d'ISUCA poules deux acquisitions

Deux acquisitions successives ont été réaliséeslaonesure du pHe de maniére a vérifier si
la présence d'ISUCA ne modifie pas le pHe. En effejout d’'un couple acido-basique dans
le milieu peut provoquer des variations de pH. pastons peuvent étre transportés vers les
vaisseaux sanguins par I'intermédiaire de la foatide de la molécule. On s’attend donc a
une augmentation du pHe lorsque la concentratit8luCA augmente.

Le pHe moyen a été calculé dans les deux acquisitien moyenne sur les cing animaux, le
pHe moyen mesuré lors de la premiére acquisitiodee$.972 +0.005 (SEM, n =649 voxels),
celui mesuré lors de la deuxieme acquisition est.de0 £0.004 (SEM, n=874).

Par un test apparié sur I'ensemble des voxels opHe est mesurable dans les deux
acquisitions, aucune différence significative i@ @étectée (P =0.35, n =448).

D’autre part, la comparaison entre l'aire de la a2 mesurée pour la premiére et pour la
deuxieme acquisition montre que la quantité d’'ISU@BAsurée augmente de 29.6 %+2.5%
(SEM, n=448)

Une augmentation de la concentration d'ISUCA d’emvi30% ne provoque pas de variation
significative du pHe mesuré. La présence d'ISUCA glmvoquer une augmentation du pHe,
cependant, les variations occasionnées sont phisgajue la sensibilité de la mesure.
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Moyenne + SEM Nb de voxels P
pH1 6.972+0.0049 649
pH2 7.000+0.0041 874
pH2-pH1 -0.0069 +0.0075 448 0.35
(ISUCA2-ISUCA1)/ISUCA1L 29.6%+2.5% 448 <0.0001

Tableau 7-3 Evolution du pHe et de la concentration d'ISUCAentre les deux images successives

7.5.4 Lactate et pHe

L’acidification du pHe dans les tumeurs doit provaetiune augmentation du flux de proton
des cellules vers le milieu extracellulaire. D'&uprart, la production de lactate est augmentée
dans les tumeurs. Le lactate est produit par leolyge en méme temps qu’un proton.

CsH,,O; - 2C,H.O; +2H"
De plus, le lactate est transporté hors de laleelo méme temps qu’un proton, que ce soit
par un cotransporteur d’acide monocarboxylique tnaers la membrane bilipidique sous la
forme neutre Hlact (47,51,52). Ce phénoméne pdud@ic suffire a expliquer la baisse de
pHe, ainsi que le maintien d’'un pHi normal.

Les distributions spatiales du lactate et du pHeétd comparées, de maniere globale sur les
cing rats. Le coefficient de corrélation entre detet pHe est de r=0.208 (p<0.0001,
n=229). Il est important de noter que ce coefficida corrélation est faible, mais surtout
gu’il est positif. Le pHe a donc tendance a étiescide dans les zones ou il y a moins de
lactate, ce qui est contraire aux observationsdittes si les protons du milieu extracellulaire
provenaient de la sortie du lactate des cellulenotales. La Figure7-15 montre la
distribution de la quantité de lactate en fonctiorpHe.

Cependant, il est important de remarquer le failolmbre de voxels ou pHe et lactate ont été
mesurés (229), en comparaison du nombre de paitatsdu le pHe est mesuré (874), ou le
lactate est mesuré (640).
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Figure 7-15. Corrélation entre les valeurs de pHe obtenudars de la seconde image et les
guantités de lactate

7.5.5 Effet d’'une infusion de glucose sur le pH extracellulaire et sur la
concentration de lactate dans la tumeur

L’hyperglycémie est connue pour augmenter la comagon de lactate dans les gliomes
(69,70) et pour réduire le pHe dans d’autres madédéetumeurs (71,72). Cependant, les deux
phénomenes n’ont jamais été mesurés de maniérétamde dans les gliomes.

Apres une infusion de glucose, des images a tergpbalcourt et a temps d’écho long sont
réalisées. Les variations occasionnées par I'hyypa¥mie sur le pHe et sur la quantité de
lactate peuvent ainsi étre observées.

La comparaison entre les images acquises avanpres anfusion de glucose permet de
confirmer l'augmentation de la production de lacitt montre que le pHe est acidifié suite a
une hyperglycémie dans les gliomes. Le pHe moyemsamfusion de glucose est de
6.880+0.007 (SEM, n=690), la comparaison voxel yaxel montre une baisse du pHe
moyenne de 0.149+0.007 (SEM, n=524), alors queofecentration d’'ISUCA continue a
augmenter (+25.5%+1.9%). D’'un autre coté, le lacemigmente de 54.4% +3.4% (SEM,
n=287).

De maniére globale, on observe donc une diminutionpHe et une augmentation de la
guantité de lactate dans les gliomes de type @6Gaite d'une hyperglycémie.

Cependant, les augmentations de lactate ne socbp&$ées spatialement aux diminutions de
pHe. On peut observer des zones ou le lactate antgrfietement sans variation de pHe et au
contraire des zones ou le pHe diminue sans augtientde la quantité de lactate (Figure
7-16).
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Figure 7-16. Effet d'une infusion de glucose sur le pHe sur la concentration de lactate : images
T, et T; apres injection d'agent de contraste et positionwdvolume d'interet. Images du pHe et
du lactate avant et aprés infusion de glucose, eifférence des images
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Figure 7-17. Comparaison des quantités de lactate dans iesages Met(pre) et Met(glc)

La quantité de lactate augmente plus dans les zoinda quantité de lactate initiale était
élevée (Figur@-17). Cette observation suggere que les zonesmant initialement de fortes
guantités de lactate sont des zones ou la glycelssactive, et non pas des zones ou le lactate
s'accumule.
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Les productions de lactate et I'augmentation rieta concentration de protons observées ne
sont donc pas localisées aux mémes endroits. Caperld production de lactate observée
montre que la glycolyse est active. Une productierprotons doit donc y étre associée. On
peut donc se demander si d'une maniere globaléessemble de la tumeur, la quantité de
lactate produite peut expliquer 'augmentationadguantité de protons.

Si I'ensemble des protons produits provient ddyleofyse, on peut considérer que les flux de
lactate et de protons de la cellule vers le miégtracellulaire augmente de la méme maniere
lors de I'hyperglycémie. Dans cette hypothése,flles de protons et de lactate entre les
cellules et le sang dans le milieu extracellularéétat de base (avant hyperglycémie) doivent
étre égaux. Les augmentations moyennes des quatéitiactate et de protons dans le milieu
extracellulaire apres hyperglycémie doivent a&ire les mémes.

Une comparaison précise des productions de laetate protons est difficile. En effet, elles
peuvent étre calculées a partir d'acquisitionsessiges, la mesure de lactate est donc réalisée
apres une durée plus importante d'hyperglycémiecglie des protons. Les mesures ne sont
pas réalisées sur I'ensemble de la tumeur, cenaixeds ne pouvant pas étre pris en compte
dans les zones présentant des lipides pour letéaetadans les zones ou la concentration
d'ISUCA est insuffisante pour les protons. Enfes buantités de lactate mesurées sont des
quantités globales, extra et intra cellulaires. hesiations de pHe et pHi peuvent faire
changer le rapport entre les concentrations intraexdra cellulaires. Cependant, les
augmentations observées sont de 54% pour le |asttake 41% pour les protons, ces résultats
ne paraissent pas incompatibles avec I'nypothder Eguelle les protons proviendraient de
la glycolyse.
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7.6 Discussion

Les résultats de ces expériences confirment lesltaés précédemment obtenus, la
concentration de protons extracellulaires et lantjtéade lactate observées dans les gliomes
de type C6 ne présentent pas de corrélation spab& plus, une stimulation de la glycolyse
par hyperglycémie provoque une augmentation deidatifé de lactate ainsi que de celle de
protons. Les quantités de lactate et de protonsluites d'une maniére globale lors de
I'hyperglycémie sont compatibles avec I'hypothederslaquelle la glycolyse est a l'origine
de l'acidification du pHe. Cependant, l'augmentatite lactate et celle des protons ne sont
pas corrélées spatialement.
Une théorie basée sur nos résultats et ceux dietdeature peut permettre de donner une
cohérence a ces résultats.
Les différents éléments de cette théorie sont :
- la glycolyse est la source principale de I'exceprdéons dans les tumeurs (45)
- différents types de pompes membranaires contribduénprogression des tumeurs,
en particulier les échangeurs ™4 (43,46) et V-H-ATPase (48)
- le pHe a tendance a étre plus faible a la périphéei la tumeur (Figur&-14,
Figure7-16 et Figure 3B (44) )
- dans les gliomes C6, les cellules sont faiblementp&es par des jonctions
communicantes (73). Les jonctions laissent passgpriotons facilement.
- les concentrations de protons et de lactate sesbdiees spatialement (62)

Un modéle incorporant ces difféerents éléments estgnté dans la Figuil8. Les protons
sont produits par la glycolyse dans la tumeur.dl yn flux de protons a travers les pompes a
protons prés de la périphérie de la tumeur. P@aocEr ces deux processus, NOUS Proposons
gue les protons produits par la glycolyse sortemsd’'espace extracellulaire avec le lactate,
par diffusion ou par les transporteurs MCT. llsrent & nouveau dans la cellule ou dans les
cellules voisines. Ceci peut se produire grace giradient électrochimique, qui est plus
important que dans les cellules normales, ou iotBreent par des échangeurs HZO'. Les
protons peuvent ensuite diffuser d'une celluledtie par les jonctions communicantes vers
des régions de pHi élevé (43). lls sont ensuitargelés dans l'espace extracellulaire dans la
périphérie de la tumeur.
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Tumeur \ Tissu

O \

lactate + H*
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Figure 7-18. Modéle permettant de lier les résultats obters lors de cette étude avec les
connaissances précédentes qui montrent I'importanade la glycolyse, des pompes membranaires
et de la diffusion des protons vers le tissu sairrgche de la tumeur

De nombreuses questions restent en suspens damsnlpréhension des mécanismes
d'acidification des tumeurs et son lien avec ldifgration des cellules tumorales.

Une approche utilisant des techniques issuesrdadérie de diffusion pourrait permettre de
distinguer le lactate intracellulaire du lactatetracellulaire et ainsi permettre de mieux
comprendre le r6le du lactate dans l'acidificatiarpHe (74).
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8 Effet de 'ammonium sur le métabolisme cérébral

8.1 ROle de 'ammonium dans le métabolisme cérébral

L’ammonium est connu comme étant le principal lenre les maladies hépatiques et les
encéphalopathies qui en résultent (75-77). L'amononipeut donc étre toxique pour le
cerveau. Cependant, 'ammonium est aussi nécessairemétabolisme puisqu’il est
indispensable pour former le glutamate a partit’ deketoglutarate, et la glutamine a partir
du glutamate.

Différentes enzymes possédent des sites de recsanae allostérique pour 'ammonium.
Parmi ces enzymes, I'hexokinase, la phosphofructdea et la pyruvate kinase, enzymes de la
glycolyse, sont activées par I'ammonium (78). Autcaire, I'a-ketoglutarate dehydrogenase
est inhibée par 'ammonium. Cette enzyme fait paditi cycle TCA, qui dégrade le pyruvate.
Il semble donc que 'ammonium puisse jouer un daes la régulation de la glycolyse et dans
la formation de lactate.

De telles augmentations de la production de laaateété observées dans les études sur
'encéphalopathie hépatique, dans tous les modé&ksgmentation de la concentration
plasmatique d’ammonium provoque une augmentatiola @@ncentration de lactate dans le
cerveau (75-77,79-85).

L'ammonium peut donc bien provoquer une stimulatiera glycolyse. Son r6le a été étudié
de facon importante dans les cas de pathologieer@zmt il est possible que I'ammonium
joue aussi un role dans des conditions physiolagiq&n effet, plusieurs auteurs suggerent
gu'une activation neuronale provoque une product®iactate dans les astrocytes (86,87). Il
est aussi proposé que I'ammonium contribue a setbellation (88-90).

Pour que I'ammonium joue un role dans cette stinoumail faut que l'augmentation de la
production de lactate provoqué par une augmental@fa concentration d'ammonium soit
rapide et réversible. Toutes les étudewvivo précédentes ont été menées, soit a un temps
unique aprés l'augmentation d’ammonium, soit lorand élevation chronique de la
concentration d'ammonium.

Aucune étude ne s’est jusqu’alors intéressée a yaardique de cette réaction. La
spectroscopie par RMN du proton apparait commetecienique bien adaptée a I'étude de
I'évolution du lactate dans le cerveau.

8.2 Evolution des concentrations des  principaux
métabolites

L’évolution des concentrations des métabolitessastie par spectroscopie localisée dans le
cerveau de rat, dans un volume de 64 L placé darsne du striatum. Les mesures peuvent
étre répétées toutes les 4 minutes. Le suivi éstteB sur une durée de deux a trois heures.
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Des infusions d’ammonium répétées peuvent ainsid&ffectuées. Des infusions de chlorure
de sodium de méme concentration sont utilisées eountrdle.

8.2.1 Matériel et méthodes

8.2.1.1 Préparation des animaux

Les expériences ont été menées sur des rats deWigtar de 380 a 450g. lls étaient
anesthésiés avec de lisoflurane (5% puis 1.5-2#@)sdun mélange d’air et d’oxygéne
(70%/30%). Des cathéters étaient placés dansréaetela veine fémorale. Celui placé dans
la veine fémorale était utilisé pour réaliser lage¢tions d’ammonium ou de chlorure de
sodium. Celui placé dans 'artére permettait detréder la pression artérielle tout au long de
'expérience et de réaliser des prélevements dg sarlesquels sont mesurés la Ral@
PaCQ et le pH. Ces mesures ont été réalisées avec alysanr automatique (ABL510,
Radiometer). Le rat était trachéotomisé afin dengdire une ventilation mécanique. Le rat
était ensuite placé dans un berceau, maintenugszabalres d’oreille. Une bobine de surface
de 25mm de diamétre était placée au-dessus duacedie rat. La température rectale de
'animal était controlée en permanence et mainteB¥°C par un systéeme de circulation
d’eau placée sous I'abdomen.

8.2.1.2 Protocole d’infusion

Une solution de NECI a 1M est préparée dans de l'eau distillee, le gt ajusté
approximativement & 7.3 avec de la soude. 2.5 mgibde NH,CI était injecté en 4 minutes
dans la veine fémorale. Pour les expériences dadtenune solution de NaCl 1M était
injectée dans les mémes conditions.

Les mesures de spectroscopie ont été réalisée8 animaux. Deux infusions successives
d’ammonium ont été réalisées pour 3 de ces animaeseule infusion a été realisée pour 1
animal. Trois animaux ont recu une injection de N&@vie d’'une infusion d’ammonium et 2
animaux n’ont regu qu’une infusion de NacCl. Le tsneptre deux infusions est de 50 minutes
ou plus lorsque des changements étaient encorevébsmir les spectres aprés ce temps.

8.2.1.3 Spectroscopie localisée

Des images anatomiques de repérages, pondéréetaient acquises avec une séquence de
type écho de spin. Neuf tranches coronales et richies transverses étaient réalisées de
maniére & positionner un volume d'intérét de 4x4xdmplacé dans la zone du striatum
(Figure 8-1). La procédure de shim automatique décrite tkachapitre 5 a été utilisée pour
améliorer I'hnomogénéité du champ magnétigyddhs le volume d’intérét.
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Figure 8-1. Images pondérées;ldans des orientations coronales et transverses ogtionnement
du voxel de 4x4x4 mm utilisé pour la spectroscopie

Séquence d'impulsion

Pour suivre I'évolution des concentrations desgypi@ux meétabolites, des spectres localisés
étaient réalisés tout au long de I'expérience. éguence d’acquisition est une séquence de
type PRESS, précédée d'un module de suppressidieae de type VAPOR. Le temps
d’écho est de 136 ms. Le temps de répétition eSt skcondes et le nombre d’accumulations
est de 64. Un cyclage de phase de type EXORCYCLEtfdt réalisé de maniere a éliminer
les échos stimulés. Les caractéristiques précisés sEquence sont décrites dans les chapitres
2 et 3. La durée d’'une acquisition est de 3 min 20mnt chaque acquisition un spectre de
l'eau était acquis (TE=136ms, NA=1) pour réajuskerfréquence de résonance. Les
acquisitions étaient répétées toutes les 4 minutes.

8.2.1.4 Traitement des données

Parameétres de traitement des spectres

Les traitements ont été réalisés a l'aide de progras développés au laboratoire avec le
logiciel IDL (RSI, Boulder, CO). Un zéro-filling eséalisé de maniéere a obtenir 4096 points
temporels, un filtre de type exponentiel est ap@igvec une apodisation de 8 Hz. Le spectre
est finalement obtenu par transformée de Fouriarplhase d’'ordre zéro des spectres ainsi
obtenus est ajustée individuellement pour chageetspde facon manuelle.

Détermination de I'évolution des concentrations degabolites

L’aire de chaque raie est ensuite déterminée pajustement de la forme de raie par des
lorentziennes. Les raies dont les aires ont étérmd@ées correspondent a la choline et
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phosphocholine (tCho), la créatine et phosphoarédtiCr), le N-acetyl-aspartate (NAA), le
lactate (lact) et la raie a 2.35 ppm (glx), const# principalement de glutamate.

L’'obtention des aires des raies se fait en dewpserdans un premier temps, les aires des
raies de tCho, tCr, glx et NAA sont déterminéesin@&me temps, par une somme de fonctions
lorentziennes. Les paramétres de I'ajustementlssrargeurs des raies, leur position et leur
amplitude. La raie du lactate étant de faible am@é dans des conditions normales, il est
difficile a évaluer lorsque tous les parametred $ibres. Afin d’améliorer sa quantification,
on considére que les largeurs des raies de NAA daatate sont largement dominés par les
effets de . Dans ce cas, les largeurs de raie des deux saiess considérées comme
identiques. La raie du lactate est en fait un detubbnt le couplage spin-spin est J=7 Hz.
(91) La fonction modele utilisée pour le lactate estadansomme de deux lorentziennes de
méme largeur et de méme amplitude, séparées de UmHdeuxieme ajustement est donc
réalisé, en fixant des largeurs de raie identigues les deux composants.

La comparaison des aires des raies ainsi détermiegee différents rats ne peut se faire
directement, en raison de différences de paramdtaesgjuisition. Ces différences sont dues

principalement a I'ajustement des impulsions 90°180° de la séquence d’acquisition

PRESS. En effet, la sensibilité de I'antenne déaserest trés dépendante de la position du
voxel par rapport a I'antenne.

Dans de nombreuses études, les auteurs choisideenbormaliser les aires des raies par
rapport a l'aire d'une raie considérée comme staptaur chaque spectre. Ce type de
normalisation permet alors de donner I'évolutionrnd# raie par rapport a une autre.

Une telle normalisation est utile, voire nécessairbon veut comparer les métabolites entre
différents animaux. Dans la présente étude, nous@s nous passer de la supposition de
l'invariabilité d'un métabolite, puisque ce qui Baatéresse est I'évolution temporelle des
concentrations des métabolites pour chaque rat. &@mque rat, les conditions d'acquisition

restent les mémes tout au long de I'expériencesetdriations relatives des aires des raies
reflétent bien les évolutions des concentratiorssdétabolites.

Composition de la raie glx a 2.35 ppm

La raie située a 2.35ppm provient des résonancepideons de plusieurs métabolites : le
glutamate, la glutamine, le GABA et le NAA. Afin déterminer la composition de cette raie
in vivo, des test# vitro ont été effectués par Nils Kickl€92). Pour chaque métabolite, une
solution contenant 100mM du métabolite, 0.2mM deD&ITA et 37mM de TSP est
préparée. Le Gd-DOTA est utilisé pour diminuer tesps de relaxationiTet T, vers des
valeurs proches de celles obseniéegvo (93).

Des spectres localisés sont ensuite acquis et sgade pour chaque métabolite dans les
mémes conditions que celles utiliséewivo (TE =136 ms). Le TSP est utilisé pour ajuster la
phase d'ordre O des spectres et ajuster la frequem@lacant la raie du TSP a 0 ppm. Des
différences de shim et de puissance RF peuvenbpuar des différences d’amplitude et de
largeur de raie entre les différents échantill®mur corriger ces effets, une apodisation et un
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ajustement de 'amplitude sont réalisés sur chapeetre de maniere a ce que le TSP ait
méme largeur et méme amplitude sur tous les spgectre

Le spectre du NAA est ensuite apodisé pour obtemér largeur de raie du NAA a 2 ppm
similaire a celle obtenue dans les expérienoesivo (22Hz). La méme apodisation est
appliguée aux autres spectres. Les amplitudes gdestres sont ensuite ajustées pour
reproduire les concentrations des différents mditasoobservésn vivo. Les concentrations
de glutamate, glutamine et GABA sont respectivenuentl1.3 mmol.kd, 5.5 mmol.kg" et

1.7 mmol.kg' (81-83).La concentration de NAA est de 8.9 mmol'k4-96).Les différents

spectres sont ensuite sommés pour obtenir le spglotbal (Figures-2).

Figure 8-2. Spectres des métabolites présentant des résnoes a 2.35 ppm acquis in vitro
(TE=136ms) et somme de ces spectres.

Afin de déterminer la proportion du signal attribuéu glutamate, l'aire de la raie a été
déterminé par affinement lorentzien (comme dédtis haut), d’'une part dans le spectre de
glutamate pur et d’autre part dans le spectre glalearésultat montre que 79% de I'aire de
la raie globale observée provient du glutamate.

D’autre part, un spectre simulant une augmentatefa concentration de glutamine de 25 %
a eété comparé au spectre global. L'aire de lachservée a 2.35 ppm est augmentée de 2.4 %
dans ces conditions.
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8.2.2 Evolution des concentrations des métabolites

La Figure8-3 montre un exemple de spectres acquis avargianful6 minutes et 80 minutes
apres la fin de l'infusion. Une augmentation impate de l'aire de la raie du lactate, a
1.3ppm est visible sur le deuxieme spectre, sudii@ retour & une valeur normale sur le
troisieme spectre.
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Figure 8-3. Spectre acquis avec un temps d'écho de 136mians le voxel sélectionné. a)avant
injection d'ammonium, b) 16 minutes aprés l'injecton, ¢) 80 minutes apres l'injection

La Figure8-4 montre I'évolution des aires des raies dedifits métabolites au cours d’'une
expérience pour un rat. On peut observer que tat@augmente de facon importante des le
premier spectre acquis pendant I'infusion, attaim valeur maximale au bout de 15 minutes
environ puis revient vers une valeur normale emittutes. La créatine (3.02 ppm), la choline
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(3.2ppm) et le NAA (2ppm) semblent stables, la raieiée a 2.35ppm (glx) semble
légerement diminuer.

Aire relative des pics (u.a.)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tenps (min)

Figure 8-4. Evolution des aires des pics des principaux nadolites mesurés aprés une premiere
infusion de NaCl puis une seconde infusion de NBI

Pour vérifier ces observations, des tests statissigont effectués. Le maximum du signal de
lactate est observé 13.2+2.1 minutes (SEM, n=18safa fin de l'infusion. Nous avons
compareé la difféerence entre les spectres acquist duafusion (moyenne des trois spectres
précédents) et les spectres acquis autour du piodeentration de lactate (moyenne des
spectres acquis 8, 12 et 16 minutes apres l'infiysidn test de Student est réalisé. Dans le
cas d’'une infusion contrble de NacCl, seul la créatrarie de maniere significative (-3.1 %),
dans le cas des infusions de )IH le lactate augmente de 165%, le NAA de 3.5%eet
glutamate diminue de 7.1 % (Table@ul).
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% de variation £ SEM (p)

infusion de NHCI infusion de NacCl
n=10 n=>5
tCho 1.5%+1.7 % (p=0.4) -2.3% = 1.7 % (p=0.4)
tCr 2.3% + 2.2 % (p=0.3) -3.1 % £ 0.6 % (p=0.02)
glx -7.1 % £1.7 % (p=0.0026) 3.4% £ 2.6 % (p=0.4)
NAA 3.5% + 0.7 % (p<0.0006) 0.2 % £ 0.9 % (p=0.9)
lact 165.1 % + 25.2 % (p=0.0001) 2.8 % +10.2 ¥0(B)

Tableau8-1 : Variations des sighaux des principaux métabibés 15 minutes apres la fin de
I'infusion de NH,CI ou de NacCl, par rapport a la valeur initiale.

Les variations des aires des raies peuvent s’ax@ligoit par des variations de concentration,
soit par des variations des paramétres de relax@tiou T,. En effet, la séquence PRESS est
sensible aux variations de temps de relaxation pour un temps d'écho donné, une
augmentation de ;Tprovoque une augmentation du signal, et inversent@oncernant les
temps de relaxation ;T le T; des métabolites est de l'ordre de 1.5s a 7T, rigpgede
répétition TR utilisé dans ces expériences est sleL3imantation n'a donc pas le temps
d'atteindre la relaxation totale entre deux TRtteirat un état d'équilibre. Des variations de T
provoquent donc des variations de I'aimantatiogitodinale d'équilibre et affectent le signal
acquis. Une augmentation de grovoque une diminution de l'aimantation d'équdibt donc
une diminution du signal.

Des diminutions de Tont été décrites dans des cas d’encéphalopathiatihge chez
’homme (97,98), cependant, elles semblent étres duane accumulation de manganése au
cours du temps. Ce type d’accumulation semble pelgple dans des temps aussi courts que
ceux de nos expériences.

D'éventuelles variations des temps de relaxatipoul' T, pourraient expliquer des variations
de l'aire des raies de quelques pourcents, tellexglles observées pour le NAA, cependant
elles ne peuvent pas expliqguer des variations de%dbservées pour le lactate. Les
variations de l'aire du doublet de lactate sonemssllement dues a des variations de
concentration.

De plus, des variations des temps de relaxatioxplgjeient par des changements de
I'environnement des molécules. On s'attend a céegwaariations occasionnées affectent tous
les métabolites de la méme maniere. Les airesales des difféerents métabolites devraient
donc varier dans le méme sens. Or, apres une amf@mmonium, la raie glx diminue, celle
de NAA augmentent et tCho et tCr ne sont pas aésctll semble donc peu probable que
méme les faibles variations observées pour ces raesoient dues qu'a des variations des
temps de relaxation.
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Evolution du glutamate

Différents auteurs montrent une augmentation dgludamine importante associée a des
concentrations d’ammonium élevées, soit par infugi@mmonium(80), soit dans des cas
d’encéphalopathie hépatique (79). Ceci peut étpdiqxe par le fait qu'une augmentation de
la concentration d’ammonium favorise la conversidum glutamate en glutamine. Une
augmentation de la glutamine et une baisse durght&sont attendues.

Les testsn vitro suggerent que la raie a 2.35ppm est composée adid ghutamate. Le
comportemenin vivo n'est pas forcement identique aux mesures effestimévitro, il est
donc impossible de quantifier précisément les tiana de glutamate. Cependant, la raie a
2 ppm indique une augmentation du NAA, et on attend augmentation de la glutamine.
L'aire de la raie de glx observé a 2.35ppm baisenanieére significative de 7.1%. Ces
différentes observations suggéerent que la conderirae glutamate diminue, et que cette
diminution est supérieure a 7.1 %.

Les expériences de controle ou du NaCl est infusépace de 'ammonium montrent que
toutes les raies a lI'exception de la créatine neésstables. Les effets observés lors de
'infusion d’ammonium ne peuvent donc pas étre iex@s par l'infusion d’'une grande

guantité de solution ionique avec une forte osnitélat’effet observé est bien du a la

molécule d’ammonium.

8.2.3 Observations physiologiques

La pression artérielle était mesurée pendant titesperience. Les enregistrements montrent
de fortes perturbations de la pression artériedle & début de l'infusion et pendant une
guarantaine de minutes apres l'infusion. L’ensendele enregistrements de pression artérielle
(dont les enregistrements effectués lors des expegs de mesure du débit sanguin et des
concentrations sanguines d’ammonium décrites Galey présentent des perturbations
importantes lors des infusions d’ammonium.

Quinze des vingt enregistrements présentent le nigmeede comportement, deux présentent
un comportement légerement différent et trois @stegments n’'ont pas pu étre exploités
pour des raisons techniques. Les quinze enregisirisnsemblables présentent tous une forte
diminution de la pression artérielle atteignantmayenne 43+5mmHg, 7.8+0.9 minutes
apres le début de [linfusion, suivi d'une forte meptation de pression atteignant
172+7mmHg en 18.8+1.3 minutes. La pression revemguite lentement a une valeur
normale de 89 £ 6 mmHg en 40.4 £ 2.8 minutes. (Figdubea)
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Figure 8-5. Evolution de la pression artérielle lors d'unenfusion d'ammonium ou de NaCl. a)
comportement obtenu pour 15 expériences aprés infias d'ammonium, b) comportement
obtenu dans deux cas apres infusion d'ammonium, cpmportement apres infusion de NaCl

Les deux enregistrements différents présentenpreriere diminution de la pression suivie
d’'une forte augmentation, puis présentent un cotep@nt similaire aux autres (Figuseb-

b).
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Les enregistrements obtenus lors des expérienogdd’infusion de NaCl ne montrent pas
de variation importante de la pression artérieiedant ou apres l'infusion (Figuge5-c).

8.3 Concentration plasmatique d’ammonium

Des expériences ont été menées pour compareru@®woldes concentrations des métabolites
a la concentration plasmatique en ammonium.

8.3.1 Matériels et méthodes

Préparation des animaux

Les conditions étaient les mémes que pour les exmp&as de RMN, des cathéters étaient
posés dans la veine et I'artere fémorales, les aminétaient trachéotomisés. La pression
artérielle, la respiration et la température rectghient contrblées et enregistrée tout au long
de I'expérience.Les gaz du sang étaient contralastde début de I'infusion et aprés la fin de
l'infusion. Cette expérience a été réalisée surats.

Infusion

Le protocole d’infusion d’ammonium était le méme eqyour les expériences de
spectroscopie, soit 2.5 mmol:kdnjecté en 4 minutes. Une seule infusion étailigéa pour
chaque animal.

Des prélevements de sang de 0.5 mL étaient effeetvsss I'infusion, a la fin de I'infusion
puis toutes les 10 minutes pendant une heure. l&&vements sont été maintenus a 0°C puis
centrifugés pendant 10 minutes pour récupérerdsnph. L’ammonium plasmatique a ensuite
été dosé par une méthode enzymatique (99,100).0haeatration ainsi déterminée est la
concentration totale d’ammonium ([NAH[NH3]), elle sera notée [NH] par la suite puisque
au pH plasmatique, 'ammonium se présente majagitaent sous la forme NH

8.3.2 Résultats

La Figure 8-6 montre I'évolution des concentrations plasmadf) d’ammonium moyenne
pour les 6 rats. La mesure effectuée aprés laditimfusion montre que la concentration
plasmatique d'ammonium a ce temps est trés sup&iddia concentration de base, cependant,
en comparaison de la quantité d'ammonium injectée,grande partie de 'ammonium a déja
été éliminée du sang. En admettant que la quaotide de plasma d'un rat de 300 g est de
'ordre de 10mL, la quantité d'ammonium dans lesmpka au bout de 5 minutes serait de
0.015 mmol, comparé a une quantité de 0.75 mmol chamum injecté.
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Figure 8-6. Evolution de la concentration d'ammonium plasratique aprés une infusion
d'ammonium (moyenne, SEM, n=6)

La concentration d'ammonium plasmatique revientideapent vers une concentration
normale, en moins de 25 minutes.

8.4 Débit sanguin cérébral

Les enregistrements de la pression artérielle rannhttle fortes perturbations pendant une
durée importante aprés linfusion d’ammonium. Lesisbes de la pression artérielles
observées pourraient étre a l'origine d'une baiske débit sanguin. Dans ce cas,
'augmentation de la concentration de lactate @ouétre expliquée par une hypoxie. Afin de
vérifier ce point, le débit sanguin cérébral aursalu temps a été mesuré par une technique
de marquage de spin artériel dans un voxel locdksi méme maniére que pour I'étude par
spectroscopie.

8.4.1 Matériels et méthodes

La préparation de I'animal ainsi que le protocdiefasion étaient identiques aux expériences
de suivi métabolique par spectroscopie. L'antentibs@e, contrairement aux autres
expériences était une antenne de volume en quaglragivolume d'intérét (4x4x4 ninétait
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positionné a l'aide d'images de repérage dansra da striatum de la méme maniere que
pour le suivi métabolique. La technique de marquadg spins artériels est décrite dans le
chapitre 4. Une série d'acquisitions alternant nragg et contrble était réalisée de maniére
continue pendant toute la durée de l'expérienceeAping minutes, l'infusion d'ammonium
était réalisée, les acquisitions se poursuivaientignt un minimum de 40 minutes, ou jusqu'a
un retour & une valeur normale.

8.4.2 Résultats

La Figure8-7 montre I'évolution du signal obtenu en fonctchntemps pour les trois rats.

1204
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Figure 8-7. Evolution du débit sanguin cérébral aprés infaion d'ammonium chez trois
animaux : a, b et ¢ premiere infusion, d et e deugme infusion

On peut observer une augmentation du débit saragués I'infusion d’ammonium, suivi d’un
retour a une valeur normale. Le débit augmenteujasgne valeur de 2.160.16 fois sa
valeur normale en 15453.3 minutes aprés la fin de I'infusion pour redesite a 50 % du
maximum en 29.8 4.5 minutes.

L’augmentation rapide de la concentration plasnu&igi’ammonium n’est donc pas a
lorigine d’'un phénomeéne d’hypoxie qui aurait pu pbguer l'augmentation de la
concentration de lactate.
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8.5 Comparaison des évolutions des concentrations
d’ammonium plasmatique, de la quantité de lactate
cérébral et du débit sanguin

Les trois types de mesure montrent une évolutiférénte des concentrations plasmatiques
d’ammonium, de la quantité de lactate cérébrabiet@bit sanguin.

L’augmentation de la concentration plasmatique d'emium est tres rapide et suivie d’'un

retour rapide a la normale. Une breve, mais foaegmentation de la concentration

plasmatique d'ammonium provoque rapidement uneugtomh accrue de lactate. Cette

production persiste pendant 10 minutes environudraentation de la concentration de

lactate est un phénoméne qui se déclenche pluderapnt que les variations de pression
artérielle ou de débit sanguin.

Ammonium | Lactate Débit sanguinPression

plasmatique |cerebral cérebral artérielle

N=6 N=10 N=5 N=15
Maximum/ligne de base > 340 3.10 £0.35 2.16 £ 0.16 2.05+0.15
Temps entre la fin de
l'infusion et la demi; Nn 3.3+1.2 9.9+22 10.0 +1.2

montée (min)
Temps entre la fin de
I'infusion et le =0 13.2+2.1 15,5+ 3.3 148+1.3
maximum (min)
Temps entre la fin de
I'infusion et le retour <9 31.2+5.7 29.8+45 249120
50% de maximum (min)

Tableau8-2 : Comparaison des variations et des temps catacistiques d’évolution des
différents parametres mesurés

8.6 Conclusion

L’augmentation de la production de lactate assoéiéene augmentation de la quantité
d’ammonium plasmatique est un phénomene rapidegrsible et qui peut étre répété
plusieurs fois. Cette augmentation de lactate pastassociée a un phénomeéne d'hypoxie.
Ces résultats sont donc compatibles avec un pessild physiologique de I'ammonium dans
la régulation de la glycolyse dans le cerveau.

Suivant I'hypothése de A.Benjamin et J.Quastel Yol suggére un flux d'ammonium des
neurones vers les astrocytes et la suggestion dsadopoulos et P.Magistretti (102) selon
laquelle une activation neuronale provoque unediii@gn de lactate par les astrocytes, nous
proposons que I'ammonium participe a la réguladanmétabolisme énergétique dans les
astrocytes en réponse a une stimulation neuronale.
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Dans le cerveau, la plupart des neurones sontngateagiques. Le glutamate, une fois libére
dans l'espace extracellulaire est réincorporé diass cellules par lintermédiaire de
transporteur, principalement dans les astrocyt@8)(1ll est nécessaire que le glutamate soit
recyclé dans les neurones. La glutamine synthé&itese principalement localisée dans les
astrocytes et la glutaminase dans les neuronegjsite un flux de glutamine des astrocytes
vers les neurones. Pour assurer ce cycle, un faroté des neurones vers les astrocytes est
nécessaire. Ce flux d'azote peut étre assuré ipdermédiaire de plusieurs molécules.
Plusieurs études montrent que la leucine et l'atapieuvent assurer une partie de ce flux
(104). Cependant, une capture rapide par les gst®de I'ammonium (sous forme NH a

été montrée (90,104,105) et laisse penser que Leniim puisse aussi participer au transport
d'azote des neurones vers les astrocytes (106)E8eg).
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Figure 8-8. Schéma des différents mécanismes relatifs abie de I'ammonium dans le
métabolisme cérebral
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9 Conclusion générale

Le travail décrit ici peut se décomposer en deukgsm Dans un premier temps, de nouveaux
développements ont permis d'améliorer la qualit a®uisitions réalisées en spectroscopie
localisée et en imagerie spectroscopique. Ces al@veinents ont porté a la fois sur des
améliorations des séquences d'acquisitions ellesanét également sur I'amélioration des
conditions d'acquisition.

Les conditions générales d'acquisitions ont étéliaréés par un réglage du systéme de
préemphases dans la limite des possibilités duriabéxistant.

La mise en place d'une procédure automatique deatimm des inhomogénéités de champ
magnétique a permis d'améliorer de maniére corsitker la qualité des images
spectroscopiques ; elle permet aussi un fort gaiteohps.

En ce qui concerne les séquences d'acquisitiowliffésentes étapes ont été optimisées. Tout
d'abord une nouvelle technique de suppression ghalsde I'eau a été mise en place et le
module de saturation du volume extérieur a étéropéi de maniere a améeliorer la définition
du volume d'intérét. La séquence d'imagerie spsubpque par encodage spiral développé
par Bassem Hiba a ensuite été adaptée aux acgussai temps d'écho court, en adaptant la
forme des gradients d'encodage spiraux et en aéaliss mesures de trajectoire de I'espace
en présence de l'ensemble des gradients (en piarties gradients des modules VAPOR et
OVS) de maniéere a réduire I'effet des courantsale&ult sur les images spectroscopiques.
L'application de limagerie spectroscopique parodage spiral a la mesure du pH
extracellulaire dans les gliomes C6 a permis defimnar et d'approfondir les résultats
précédemment obtenus par M-L.Garcia (62). L'acidiédracellulaire et le lactate ne
présentent pas de corrélation spatiale positiveeg\pine hyperglycémie, une production de
lactate et une production de protons sont obsereépgndant 'augmentation de protons et de
lactate ne sont pas colocalisée. Ces résultatsesergfgque la glycolyse est un mécanisme
important dans l'acidification du pHe dans les tureg mais des meécanismes semblent
permettre une redistribution des protons, leur p#tant de jouer un réle important dans la
prolifération tumorale.

L'ammonium joue un réle important dans le métabmdisérébral, puisqu'il est nécessaire a la
formation de la glutamine. Cependant il semblegalil puisse jouer également un autre réle

important dans la régulation de la glycolyse, ldesla stimulation neuronale. Les résultats

obtenus montrent que la production de lactate testukee par I'ammonium. Ce phénomene

est réversible et peut étre répété. Bien que diasdiétre une preuve d'un réle physiologique

de I'ammonium, ceci est une condition sine qua @®s résultats sont donc une premiére

étape dans la connaissance du role exact de 'ammalans les échanges entre neurones et
cellules gliales.
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10Liste des abréviations

H proton

Bo Champ magnétique statique

CHESS "Chemical shift selective", technique de seggion du signal de I'eau
f Débit sanguin cérébral (mLig?)

FASTERMAP "fast, automatic shimming technique with improvéficeency and reliability
for mapping along projections”
FASTMAP "fast, automatic shimming technique by mapggpalong projections”

FID "“free induction decay", signal de précessibndi

FLATNESS  "Five Linear Acquisitions for up to Thindker, Noniterative, Efficient Slice
Shimming"

GABA acidey-aminobutyrique

glc glucose

gin glutamine

glu glutamate

glx Appellation générique donnée a la raie situ2e3& ppm contenant glu, gln et
GABA et NAA

lact Lactate

lip Lipides

Mo Aimantation macroscopique

Mp Aimantation longitudinale du tissu cérébral

M, Aimantation longitudinale

NAA N-acétylaspartate

ovsS "outer volume saturation”

pHe pH extracellulaire

pHi pH intracellulaire

ppm Partie par million

PRESS Point RESolved Spectroscopy

RMN Résonance magnétique nucléaire

SEM erreur standard sur la moyenne (standard eftbe mean)

T Temps de relaxation longitudinal

T, Temps de relaxation transverse



10-Liste des abréviations 10-114

*

T

tCho
tCr
TE
TR
TSP

VAPOR

Temps de relaxation transverse apparent (prenamnt cempte les
inhomogénéités de champ magnétique)

Choline totale (choline + phosphocholine)

Créatine totale (créatine + phosphocréatine)

Temps d’écho

Temps de répétition

3-(trimethylsilyl)-propionic acid ,d référence de déplacement chimique
utiliséein vitro

"Variable pulse power and optimized relaxatidelays”, technique de

suppression du signal de I'eau
Rapport gyromagnétique

Coefficient de partition entre I'eau contenue deEnsang et dans le tissu
cérébral
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12 Annexes

12.1 Equipement

L'ensemble des expériences de RMN sur le petitalrom été menées sur un aimantde 7 T
Aimant supraconducteur horizontal de 7 T, diameten? (Magnex Scientific Ltd.)
Fourreau de gradient (Magnex Scientific Ltd., SGR¥RII 195/120/S) autoblindé avec
un systéme de refroidissement a eau. Intensitémadaide gradient 200mT/m. Diamétre
interne de 12cm
Amplificateur RF 200-400 MHz, 1 kW (Bruker Biospin.BH1000)

Amplificateurs de gradient (AE Techron Corp. Amiglit 7700)
Alimentation de shim (Resonance Research CorpA2dr canal, 10 A total max
Console de pilotage SMIS (MRRS Research Softwdre 6.

L'antenne utilisée pour la spectroscopie est utenae de surface d'un diametre de 25 mm,
fabriquée au laboratoire.

Pour les expériences de marquage de spins artériedsantenne de volume en quadrature
(Rapid Biomed, diametre interne 69 mm) a été udlipdur I'émission et la réception du
signal. Elle n'a pas été utilisée pour la spectpigcdu fait d'une trop faible sensibilité a la
réception.

L'animal et I'antenne sont placés dans un berdégurg12-1), maintenu par un positionneur
a l'extérieur de I'aimant (Figude-2). Les gradients d'encodage spiraux provogerbrtes
vibrations mécaniques. Pour limiter les mouvematdsl'animal et de I'antenne pendant
l'application de ces gradients, un support suspenéte réalisé. Le berceau est séparé du
fourreau de gradients par de la mousse placéateéh@té du berceau. La mousse permet de
limiter la propagation des vibrations.
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Figure 12-1. Berceau et antenne de surface

Figure 12-2. Positionneur sur lequel est fixé le berceall.permet de régler la position du
berceau par rapport au centre de l'aimant, dans legrois directions

L'animal est maintenu par des barres d'oreillese @irculation d'eau est placée sous
'abdomen, un systeme de régulation permet de @entta circulation pour maintenir la
température rectale a 37°C.
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12.2 Programme de suivi des parametres physiologiqu es

Difféerents parametres peuvent étre suivis au cdess expériences et enregistrés pour une
analyse ultérieure. Ces parametres sont la regpiratlans le cas ou la respiration est
maintenue par un ventilateur mécanique, la presaimielle et la température rectale.

Le systéme a été développé par Olivier Montigorgeilcompose d'un programme écrit en
LabView, interfacé avec des cartes d'acquisitions.

La respiration est mesurée directement au niveawettilateur. La pression artérielle est
mesurée par un transducteur placé a l'extremitecatbéter artériel. La température est
mesurée par une sonde rectale.

L'écran de visualisation permet d'observer I'évofuties différents parametres en temps réel,
et d'accéder dans un méme temps a un historiquéédalution depuis le début de
I'expérience. Les parameétres peuvent étre enrégidg maniere continue ou a des moments
précis de I'expérience. Un fichier texte est affiséré et permet un traitement ultérieur.

12.3 Programme de shim automatique

Le programme de shim automatique a été développgéngmage C++ et se présente sous la
forme d’une application exécutable. Il est installé chaque spectrométre (2.35T et 7 T).
Une matrice de calibration a été réalisée pour whagectrometre.

L'interface utilisateur est présenté sur la Figd&3. Il se compose de quatre onglets
permettant de sélectionner le type de volume (velum trois orientations possibles) dans
lequel sont réalisées les mesures de champ. Usddaihoix réalisé, une pression sur le
bouton Autoshim file permet de faire apparaitrecessivement trois boites de dialogue. La
premiere demande de choisir le fichier dans letggeldonnées ont été acquises, la seconde
demande le nom du fichier de shim qui était utipe@dant I'acquisition, la troisieme permet
de choisir le nom de fichier sous lequel seronegistrées les nouvelles valeurs des courants
a appliquer.
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| 1 AutoShim M|E 3
Coronal | sagqittal I
Yoxel | Transversal I

AutoShim file | Calibration File |

I ¥isualizal [ Save as  Fit order IZ_

Figure 12-3. Interface du programme de shim automatique

Apres traitement des données, les nouvelles vatiisourant a appliquer sont enregistrées
dans le fichier et affichées sur l'interface (Fegli2-4), pour permettre un contréle rapide.
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| 4 AutoShim =
Coronal | sagittal |
Yoxel | Transwversal |

CAfaShim e ] Calibration File |

I ¥isualizal [T Sawve as; Fit order |2_

x

¥ 1666803588
z -2041.94360
Fa -2413.35498
ZX -1636.84545;
Zy 3hhE 224127
b 29418100
2wy 7h76. 833007

Figure 12-4. Interface duprogramme de shim automatique :ds valeurs decourant a appliquer
sont affichés (unité arbitraire)

La matrice de calibration par défaut est celle m@ssgur le spectrometre ou le programme est
installé, cependant, la touche « calibration filgesmet de charger une matrice différente.

Création de la matrice de calibration

Pour créer la matrice de calibration, il faut mesules coefficients des harmoniques
sphérigues généreés par différentes valeurs de misuappliqués sur un shim. Les différentes
acquisitions sont réalisées en utilisant une mawstallée sur le spectrométre. Cette macro
permet de réaliser ces acquisitions, en donnafitHeer de parametres a utiliser ainsi que le
nombre de pas et d'incréments a réaliser sur chiagjiee sélectionnée.

Une option du programme décrit précédemment pedietregistrer les coefficients des
harmoniques sphériques pour chaque fichier.

Par régression linéaire, la contribution de chabjabine sur les différentes harmoniques
sphériques est calculée. La matrice de calibradgtnensuite générée de la maniére décrite
dans le chapitre 4.



