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LISTE DES ABBRÉVIATIONS
Acc: accumulation
AF: anneau fibreux ou annulus fibrosus
ADC: « apparent diffusion coefficient »
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TF: transformée de Fourier
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Dans notre société, la lombalgie est une pathologie extrêmement fréquente etconstitue un vrai problème de santé publique au coût important [1–3] et en constanteaugmentation. Cette pathologie représente la première cause d’incapacités de travail etde douleurs chroniques chez les adultes de moins de 45 ans [4–5] et la première causede consultation anti-douleur en France. On estime aujourd’hui que huit individus sur dixsouffrent ou souffriront de douleurs rachidiennes au cours de leur vie [6–7].
Il est maintenant largement admis que la dégénérescence discale est la principale causede lombalgies [8]. Cette dégénérescence est un processus complexe caractérisé par deschangements à la fois biochimiques et structuraux, intervenant dans les différents tissusdu disque intervertébral. Les mécanismes et les causes de cette dégénérescence discalesont encore peu compris [9].Aujourd’hui, seuls des traitements médicaux symptomatiques de la lombalgie sontdisponibles et il n’existe pas à l’heure actuelle de traitement spécifique de ladégénérescence discale.De nouvelles approches chirurgicales ont été développées dans le traitement de lalombalgie d’origine discale, telles que les prothèses du disque intervertébral ou lessystèmes de stabilisation souples. Mais ces approches chirurgicales restent lourdes etil semble qu’une place existe pour des stratégies de réparation tissulaire. L’objectif étantque ces nouvelles techniques de réparation discale puissent conduire au développementde nouvelles thérapeutiques dans la prise en charge précoce de la pathologie rachidiennedégénérative.Cette prise en charge précoce demande néanmoins des outils de diagnostic non invasifset performants, capables d’identifier les premiers signes de dégénérescence discale chezle patient.

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique reconnue commeun outil puissant, non invasif et totalement atraumatique de diagnostic chez l’hommedepuis une vingtaine d’années. De manière générale, l’IRM renseigne sur la morphologie(informations anatomiques) et sur la physiologie (informations fonctionnelles) d’un êtrevivant à partir des modifications de l’état de l’eau dans ses tissus.Cette technique d’imagerie médicale permet de caractériser un tissu en situationphysiopathologique, de réaliser un suivi longitudinal dans le temps d’une maladie etpar la suite d’étudier l’efficacité d’un traitement afin de mettre en place des stratégiesthérapeutiques.
De part la composition du disque intervertébral (principalement de l’eau), l’IRM s’avèreêtre particulièrement adaptée à l’étude du disque sain ainsi qu’à sa dégénérescence [1, 10].Différents paramètres physiques de l’eau du disque intervertébral peuvent être finementmesurés et permettre de caractériser son état normal ou pathologique de manièrequantitative.L’IRM constitue donc un outil non invasif et quantitatif pouvant apporter beaucoupd’informations dans la compréhension des mécanismes de la dégénérescence discale.
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Aujourd’hui, l’IRM a déjà sa place en routine clinique dans la caratérisation despathologies lombaires, pour des examens anatomiques chez les patients symptomatiques.La prochaine étape pour la recherche dans ce domaine est maintenant le développementde nouvelles méthodes de diagnostic par IRM, capables de détecter les signes précocesde dégénérescence discale, puis le transfert de ces nouvelles méthodes au milieu médical.
OBJECTIFS DU PROJETLes objectifs de ce projet étaient dans un premier temps de développer un protocoled’IRM in vivo du disque intervertébral chez le lapin, capable de différencier des disquessains et dégénératifs et de mettre en évidence différents stades de dégénérescencepour ces disques. Dans un deuxième temps, ce protocole devait permettre l’évaluationde l’efficacité de nouvelles techniques de réparation discale développées par la sociétéAbbott Spine S.A.
Pour atteindre cet objectif , il a été nécessaire de mener une étude plus large sur lacaractérisation et la quantification par IRM des processus de dégénérescence discale.Cette étude avait pour but de valider les techniques d’IRM quantitatives choisies etde déterminer les différents mécanismes et les différents stades de cette dégérescencedétectables par notre protocole. Cette étude in vivo s’est faite dans le cadre d’un suivilongitudinal chez le lapin.
En parallèle de ce travail, un nouveau projet a été débuté sur le développement de l’IRM
in vivo du disque intervertébral de souris, dans le but d’utiliser des modèles transgéniquesde pathologies articulaires et d’étudier leurs impacts sur le rachis.
ORGANISATION DU MANUSCRITLe premier chapitre apporte les éléments théoriques, nécessaires à la compréhensionde la suite du manuscrit, sur les principes de la résonance magnétique nucléaire (RMN)et de l’IRM, les différents contrastes et mesures de paramètres d’IRM optimisés oudéveloppés au cours de la thèse, ainsi que les systèmes de bobine radio-fréquence utiliséspour l’acquisition des images.
Le deuxième chapitre s’intéresse à la biologie du disque intervertébral, à sa structure etsa composition et aux mécanismes de sa dégénérescence. Un bilan de la bibliographiesur l’IRM du disque intervertébral est également présenté dans ce chapitre.
Le troisième chapitre décrit l’ensemble des développements méthodologiques etoptimisations réalisés pendant la thèse pour mettre en place un protocole d’IRMquantitatif capable de caractériser in vivo la dégénérescence discale chez le lapin. Cetravail concerne la conception d’une sonde dédiée, l’optimisation de plusieurs techniquesd’IRM et le développement d’une séquence de verrouillage de spins spécifique de l’IRMà haut champ magnétique.
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Les quatrième et le cinquième chapitres présentent les applications du protocoledéveloppé pendant la thèse, dans le cadre de deux études menées in vivo chez le lapin:
− l’une sur le suivi longitudinal des mécanismes de la dégénérescence discale(Chapitre 4)
− l’autre sur l’évaluation de l’efficacité de nouveaux implants discaux dans la limitationou la réparation des effets de la dégénérescence du disque intervertébral (Chapitre 5).
Le sixième chapitre concerne un projet débuté à la fin de cette thèse sur ledéveloppement de l’IRM in vivo du disque intervertébral de souris.
Les résultats présentés dans ce manuscrit concernent à la fois des résultatsméthodologiques, décrits dans les troisième et sixième chapitres, et des résultats surles applications bio-médicales de cette méthodologie, reportés dans les quatrième etcinquième chapitres.
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Dans ce premier chapitre, nous allons revoir le principe du phénomène derésonance magnétique nucléaire, puis son application à l’imagerie: l’IRM.Une fois établis les principaux éléments de théorie concernant l’IRM, nous introduironsquelques unes des nombreuses techniques de cette discipline, celles utilisées pource projet, telle que l’imagerie de diffusion ou le verrouillage de spin (aussi appeléspin-locking).Une partie de ce chapitre est également consacrée à la description des systèmes debobine utilisés pour l’IRM du petit animal.

1.1 Le phénomène de Résonance Magnétique Nucléaire
1.1.1 Origine de l’aimantation
Le proton et le neutron, composants élémentaires du noyau atomique, possèdent unmoment cinétique intrinsèque ~S, appelé spin. Le moment cinétique du noyau ~σ estdéfini comme étant la somme des moments cinétiques de ses constituants. En physiquequantique le moment cinétique du noyau est quantifié,

σ = ~ × m avec − I 6 m 6 + I (1.1)
où ~ est la constante de Plank réduite et I est le nombre quantique de spin qui est entierou demi-entier. σ possède (2I+1) états de projection représentés par le nombre m.Au moment cinétique de spin est associé un moment magnétique nucléaire ~µ (apparentéà un champ magnétique nucléaire microscopique) qui lui est proportionnel (Cf. Figure1.1 - Partie A):

~µ = γ~~I (1.2)
µ = γ~m (1.3)

où γ est le rapport gyromagnétique du noyau considéré (γ = 2, 675.108 rad.s-1.T-1 pourle noyau d’hydrogène). Ainsi tout atome possédant un nombre quantique de spin nonnul, c’est à dire tel qu’en son noyau le nombre de protons et/ou de neutrons est impair,se prête à la RMN.
1.1.1.1 Description classiqueLorsque le moment magnétique nucléaire est en présence d’un champ d’inductionmagnétique statique ~B0, il est soumis à un couple ~Γ tel que

~Γ = ~µ ∧ ~B0 . (1.4)
D’après les lois fondamentales de la dynamique:
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d~σ
dt = ~Γ (1.5)

avec ~σ le moment cinétique du noyau tel que:
~µ = γ~σ . (1.6)

~µ est donc solution de l’équation suivante:
d~µ
dt = γ~µ ∧ ~B0 . (1.7)

En résolvant cette équation, on montre que l’angle θ entre ~µ et ~B0 est constant et que ~µprécesse autour de ~B0 à la vitesse:
ω0 = −γB0 . (1.8)

Ce mouvement est appelé mouvement de précession de Larmor (Cf. Figure 1.1 - PartieB). La fréquence de Larmor est alors définie telle que:
ν0 = |γ|

B02π . (1.9)

Figure 1.1 Représentation du moment cinétique et du moment magnétique nucléaire pour leproton (A). Mouvement de précession de Larmor (B).
1.1.1.2 Description quantiqueNous considérons maintenant un ensemble de moments magnétiques, c’est à dire unensemble de noyaux. En l’absence de champ magnétique externe, les états propresd’énergie des spins sont dégénérés. C’est à dire que l’orientation du moment magnétiquede chaque noyau est aléatoire. Le vecteur somme résultant est nul et il n’y a pasd’aimantation observable (Cf. Figure 1.2 - Partie A).Mais placé dans un champ magnétique statique ~B0, l’ensemble des moments magnétiquestend à s’aligner dans la direction du champ d’induction appliqué, de manière à minimiserl’énergie du système (Cf. Figure 1.2 - Partie B).
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Figure 1.2 Répartition des moments magnétiques nucléaires en l’absence de champmagnétique (A): la résultante est nulle. En présence du champ magnétique statique ~B0,les moments magnétiques nucléaires s’orientent dans la direction de ~B0 (B). L’aimantationmacroscospique résultante est alors non nulle (C).
La dégénérescence des niveaux d’énergie est alors levée (effet Zeeman). L’énergiedevient:

E(m) = −~µ.~B0 = −γ~mB0 avec − I 6 m 6 + I (1.10)
Dans le cas du proton, I = 1/2. Les états sont donc:

m↑ = +1/2 (spin up) et m↓ = −1/2 (spin down). (1.11)
En présence du champ d’induction ~B0, les moments magnétiques de l’ensemble nepeuvent donc prendre que deux états d’énergie (Cf. Figure 1.3):

E↑ = −γ~B0/2 (état up) et E↓ = γ~B0/2 (état down). (1.12)

Figure 1.3 Représentation des états d’énergie pour un ensemble de N spins (I=1/2).
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Pour un ensemble de N spins (N moments magnétiques), le peuplement des deuxniveaux N↑ (état up) et N↓ (état down) en présence d’un champ magnétique à l’équilibrethermodynamique est décrit par la physique statistique de Boltzmann. Les populationss’écrivent:
N↑ = N

1 + exp −γ~B0
kBT

et N↓ = N

1 + exp γ~B0
kBT

. (1.13)
Avec N=N↑+N↓, kB la constante de Boltzmann et T la température du milieu (K). Lesdeux niveaux d’énergie sont séparés par une énergie

∆E = γ~B0 = ~ω0 , (1.14)
avec ω0 = γB0 = 2πν0 , (1.15)

ν0 étant la fréquence propre de précession (fréquence de Larmor).
Au niveau macroscopique, on définit l’aimantation comme étant la résultante de toutesles contributions des moments magnétiques nucléaires du sytème (Cf. Figure 1.2 - PartieC):

~M =∑
i

~µ i . (1.16)
En introduisant la polarisation P (grandeur sans dimension), qui traduit la répartition desspins du système sur les deux états d’énergie E↑ et E↓, et donc l’orientation des différentsmoments magnétiques nuléaires :

P = |N↑ − N↓|
N = tanh

γ~B02kBT
, (1.17)

la valeur de l’aimantation peut se réécrire:
M = Nγ~IP . (1.18)

À l’équilibre thermodynamique, pour des valeurs de champ comprises entre 0,5 T et15 T et pour des températures supérieures à 4 K, la valeur de l’aimantation peut êtreapprochée par la relation suivante:
M = N

γ 2~2B04kBT
. (1.19)

1.1.2 Le signal de Résonance Magnétique Nucléaire
1.1.2.1 Perturbation de l’état d’équilibreLe principe d’une expérience de RMN est de mesurer cette aimantation macroscopique
~M . Le problème est alors de réussir à distinguer cette aimantation par rapport au champmagnétique principal ~B0.
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L’astuce consiste à appliquer au système un champ magnétique perturbateur ~B1 quimodifie l’aimantation macroscopique en faisant apparaître une composante transversale
~Mxy (Cf. Figure 1.4). Cette composante transversale est à l’origine du signal de RMN.

Figure 1.4 Apparition de la composante transversale ~Mxy de l’aimantation pendantl’application du champ perturbateur ~B1. Réprésentation classique du phénomène d’excitationen RMN.
Un champ ~B1 tournant à la vitesse ω et perpendiculaire à ~B0 est appliqué grâce à unebobine radiofréquence (Cf. Paragraphe 1.3). L’aimantation ~M satisfait alors les équationssuivantes:

d ~M
dt = γ ~M × (~B0 + ~B1) dans le référentiel du laboratoire. (1.20)

Dans le référentiel tournant à la vitesse ~ω, cette expression devient:
d ~M
dt = γ ~M × (~B0 + ~B1) − ~ω × ~M = γ ~M × (~B0 + ~B1 + ~ω

γ ) . (1.21)
Le champ effectif autour duquel précesse l’aimantation est donc:

~B0 + ~B1 + ~ω
γ . (1.22)

Afin d’obtenir un maximum de signal en réception, il est important que l’aimantationsoit complètement basculée dans le plan (~x, ~y) et ne comprenne plus qu’une composantetransversale. Pour cela, les composantes longitudinales du champ effectif doivent êtreannulées:
~B0 + ~ω

γ = ~0 d’où ω = −γB0 = ω0 . (1.23)
Cette condition dite de résonance montre qu’il est nécessaire que la fréquence du champperturbateur ~B1 soit égale à la fréquence de Larmor. D’un point de vue quantique, cettecondition correspond au fait que le champ ~B1 apporte au système l’énergie exactenécessaire au passage d’un ou plusieurs spins du niveau énergétique bas au niveauénergétique haut (Cf. Figure 1.5).
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Figure 1.5 Transition des spins de l’état d’énergie « up » à l’état d’énergie « down » pendantl’application du champ perturbateur ~B1 (90o). Réprésentation quantique du phénomèned’excitation en RMN.
La fréquence de Larmor étant située dans le domaine des ondes radiofréquence, lechamp ~B1 est une onde (électro)1magnétique de radiofréquence, ou onde RF.En pratique, le champ ~B1 n’est appliqué que pendant des durées très courtes, allantde quelques microsecondes à quelques millisecondes: les termes d’impulsion RF oud’impulsion d’excitation sont alors utilisés.
1.1.2.2 Phénomème de relaxationLa relaxation décrit le retour du système de spin à son état d’énergie fondamentale unefois que le champ perturbateur ~B1 est stoppé (Cf. Figure 1.6).

Figure 1.6 Représentation classique (A) et quantique (B) du phénomène de relaxationen RMN.
Ce phénomène est caractérisé par deux paramètres essentiels de la RMN: les tempsde relaxation longitudinal T1 (interaction spin-réseau) et transversal T2 (interactionspin-spin), avec T2 < T1.
Seule la composante magnétique joue un rôle en RMN.1
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Le temps de relaxation T1 reflète les interactions des spins avec leur environnement. Letemps de relaxation T2 caractérise le déphasage local entre les différents spins.On notera ici que dans la pratique, pour les expériences de RMN, plutôt que leparamètre T2, nous avons pour habitude de considérer le paramètre T2*, avec T2*�T2.Contrairement au T2, le paramètre T2* prend en compte les inhomogénéités du champ
~B0. En effet, si ~B0 n’est pas parfaitement homogène (comme c’est le cas en réalité comptetenu des inhomogénéités instrumentales toujours présentes), il y a une distribution desfréquences de Larmor au sein du système de spins considéré.
Si l’on néglige les effets de diffusion, le retour de l’aimantation à sa valeur d’équilibrepour un système de spins est décrit par les équations de Bloch dans le référentiel dulaboratoire:

d ~M
dt = ~M xγ ~B1 −

M x~x + M y~y
T2 −

(M z − M 0)~z
T1 , (1.24)

où M0 désigne la valeur de l’aimantation ~M à l’équilibre thermodynamique, due àl’application du champ statique ~B0 seul et où Mx, My et Mz sont les composantes del’aimantation selon les axes ~x, ~y et ~z respectivement.
Plus simplement, ~M revenant à sa position d’équilibre (selon l’axe ~z), sa composantetransversale Mxy va décroître (Cf. Figure 1.7) tandis que sa composante longitudinale Mzva augmenter (Cf. Figure 1.8).L’aimantation décrit alors un mouvement en spirale appelé mouvement de precessionlibre ou FID pour « free induction decay » en anglais (Cf. Figure 1.9 - Partie A), avecrepousse progressive de la composante longitudinale Mz (relaxation en T1) et déphasagerapide des spins responsables de la décroissance de la composante transversale Mxy(relaxation en T2).

Figure 1.7 Décroissance de l’aimantation transversale dans le plan (~x, ~y), observée pendantle phénomène de relaxation. Cette repousse est caractérisée par le temps de relaxation T2.
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Figure 1.8 Repousse progressive de l’aimantation longitudinale selon l’axe ~z, observéependant le phénomène de relaxation. Cette croissance est caractérisée par le temps derelaxation T1.
La projection du mouvement de précession libre dans le plan (~x, ~y) constitue le signalde RMN (Cf. Figure 1.9 - Partie B) et est recueilli par une bobine de réception placéedans ce même plan. Ce signal est une courbe sinusoïdale amortie par une exponentielledécroissante en T2* (Cf. Figure 1.9 - Partie C). Après l’acquisition, ce signal est traité partransformée de Fourier inverse (TF-1) (Cf. Paragraphe 1.2.2), pour donner un spectre deRMN.

Figure 1.9 Représentation du mouvement de précession libre (A) et de sa projection dans leplan transversal (~x, ~y) (B) constituant le signal de RMN. Ce signal est une courbe sinusoïdaleamortie par une exponentielle décroissante en T2* (C).
En résumé une expérience de RMN consiste à:
− Appliquer un fort champ magnétique statique ~B0 pour créer l’aimantation del’échantillon.
− Perturber l’équilibre de cette aimantation à l’aide d’un champ ~B1 perpendiculaire à

~B0 et tournant à la vitesse ~ω0 = −γ ~B0.
− Mesurer l’aimantation transversale pendant son libre retour à l’équilibre. Cemouvement de precession libre dépend des noyaux étudiés ainsi que de leurenvironnement électronique.
− Traiter le signal par transformée de Fourier inverse pour obtenir un spectre de RMN.
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1.2 Application de la RMN à l’imagerie: l’IRM
L’ensemble des évènements successifs conduisant à l’obtention d’une image parrésonance magnétique constituent la séquence d’imagerie. Cette séquence comprendles impulsions RF permettant d’obtenir le signal de RMN, les gradients de champmagnétique nécessaires à la sélection de la coupe de l’image, au codage en phase eten fréquence du signal et à la détermination de la résolution spatiale, ainsi que les délaisqui permettent de moduler le contraste.Ces différents évènements vont être maintenant détaillés.
1.2.1 Localisation spatiale du signal de RMN et sélection decoupe
Lors d’une expérience de RMN, tous les protons de toutes les molécules d’eau libres del’échantillon résonnent (théoriquement) à la même fréquence: la fréquence de Larmor,qui dépend du champ statique ~B0 (Cf. Figure 1.10 - Partie A). L’intérêt de l’IRM est depouvoir localiser spatialement certains protons, c’est à dire n’exciter que certains protonsde l’échantillon (dont la position spatiale est définie) et ne réceptionner que le signal deces protons.Pour ce faire, l’idée est de disperser la fréquence de résonance des protons dans l’espaceselon une ou plusieurs directions. Selon leur position dans l’échantillon, les protons nerésonneront plus à la même fréquence. Ce processus de dispersion dans l’espace de lafréquence de résonance permet d’acquérir des images en trois dimensions ou selon descoupes virtuelles. En effet, pour sélectionner la coupe désirée, il suffira alors d’appliquerun champ ~B1 à la fréquence de résonance des protons de cette coupe (Cf. Figure 1.10 -Partie B).

Figure 1.10 En présence du champ magnétique statique ~B0, tous les protons de l’échantillonrésonnent à la fréquence de Larmor (A). Pour localiser le signal en IRM, l’idée est de disperserla fréquence de résonance dans l’espace, ici selon la direction ~y (B).
En pratique, le principe de l’IRM consiste à superposer au champ statique ~B0des gradients de champ magnétique linéaires dans les trois directions de l’espace.
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Un gradient de champ magnétique représente la variation de l’intensité du champmagnétique en fonction de sa position selon une direction1.Supposons que le champ statique ~B0 est selon la direction ~z. Si un gradient de champmagnétique constant Gy est appliqué selon la direction ~y (Cf. Figure 1.11), alors l’intensitédu champ ~B0, toujours orienté selon ~z, va varier selon ~y:
~B0(y) = (B0 + Gyy)~z . (1.25)

L’intensité du champ ~B0 est donc fonction de la position dans l’espace, caractérisée parle vecteur ~r. La fréquence de résonance devient:
ν(~r) = γ2π B(~r) . (1.26)

Figure 1.11 Évolution de l’amplitude du champ magnétique ~B en fonction de la position enprésence d’un gradient de magnétique constant appliqué selon ~y.
L’utilisation de gradients de champ magnétique en IRM permet donc de disperserspatialement la fréquence de résonance des protons de l’échantillon. Combiné à uneimpulsion RF, ce gradient permet de sélectionner des coupes virtuelles (Cf. Figure 1.12).L’impulsion RF de sélection de coupe, de bande passante ∆ν, est appliquée une foisle gradient Gy établi. La largeur de coupe dépend de la pente du gradient et la bandepassante de l’impulsion RF:

G y ∝ ∆ν∆y . (1.27)
Le profil de coupe est déterminé par la bande passante du profil de cette impulsionRF. Les impulsions RF de sélection de coupe que nous utilisons présentent un profiltemporel tel que leur TF se rapproche d’une fonction porte. Les coupes sélectionnéesen IRM présentent donc un profil rectangulaire.

Dans la pratique, l’application de gradients de champ magnétique entraîne une variation de l’intensité1

du champ ~B0 de l’ordre de 1/1000. Cette variation est assez faible pour faire l’approximation qu’elle
ne modifie pas la valeur de l’aimantation.
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Figure 1.12 Principe de la sélection de coupe en IRM.
Le plan de coupe est perpendiculaire à la direction d’application du gradient. Il estpossible de réaliser des coupes sagittales, coronales, transversales ou obliques (Cf. Figure1.13).

Figure 1.13 Représentation des différents plans de coupe utilisés en IRM du petit animal(position horizontale).

1.2.2 Reconstruction de l’image
Pour obtenir une image de la coupe sélectionnée ci-dessus, il faut pouvoir localiserspatialement les protons dans cette coupe. Pour cela, il faut appliquer deux gradients dechamp magnétique supplémentaires selon les deux directions de la coupe. Ces gradientspermettent de coder la position (x,y) des protons dans la coupe en phase (gradient decodage en phase - direction ~y) et en fréquence (gradient de codage en fréquence ou delecture - direction ~x).Dans ce cas, la fréquence de précession devient:

ω(x, y) = γ(B0 + Gxx + G yy) . (1.28)
Le signal S(t) obtenu pour la coupe est représenté sous forme d’amplitudes en fonctiondu temps. La reconstruction de l’image demande d’extraire l’information fréquentiellecontenue dans ce signal. Pour cela, nous devons utiliser une double transformée de
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Fourier inverse et le formalisme de l’espace réciproque, aussi appelé l’espace des ~k ouplan de Fourier. Les données brutes (temporelles) du signal sont acquises dans l’espaceréciproque. La transformée de Fourier inverse est l’outil mathématique permettant depasser du domaine réciproque à l’image (données fréquentielles) (Cf. Figure 1.14).
S(t) = ∫∫

x,y
m(x, y).e -i(2πωt)dxdy , (1.29)

où S(t) est le signal recueilli au cours du temps, m(x,y) est la valeur de la densitéd’aimantation intégrée selon ~z à la position (x,y), et e-i(2πωt) est la composante représentantle codage en fréquences de ces informations.Le paramètre kx(t) permet d’avoir accès au formalisme de l’espace réciproque, avec:
kx(t) = ∫ γ

Gx2π dt . (1.30)
En combinant les équations 1.28, 1.29 et 1.30, le signal recueilli peut s’écrire sous laforme:

S(kx, ky) = ∫∫
x,y

m(x, y)e -i(kxx + kyy)dxdy , (1.31)
où ky est défini de la même manière que kx l’a été ci-dessus.La double transformée de Fourier inverse du signal S(kx,ky) conduit à l’obtention dela valeur de l’aimantation M(x,y) en chaque point (x,y), c’est à dire à une image parrésonance magnétique de l’objet étudié.

Figure 1.14 La transformée de Fourier inverse, utilisée pour la reconstruction des images,permet le passage de l’espace réciproque (données brutes ou temporelles) à l’espace image(données fréquentielles). La transformée de Fourier permet le passage de l’image à l’espaceréciproque.

1.2.3 Notion de résolution spatiale et de champ de vue
Le champ de vue ou FOV pour « field of view » en anglais, est la taille physique del’image dx × dy dans l’espace image. Les images sont reconstruites d’après une matricede Nl lignes et Nc colonnes (Cf. Figure 1.15).
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Figure 1.15 Le FOV représente les dimensions réelles de l’image. Le FOV et la matricedéfinissent la taille du pixel, c’est à dire la résolution de l’image. Le voxel représente le volumeélémentaire d’acquisition du signal.
Le voxel représente le volume élémentaire d’acquisition du signal et est défini par leFOV, la matrice et l’épaisseur de la coupe dz. Sur l’image, le niveau de signal de chaquepixel représente la moyenne de l’aimantation de chaque voxel. La taille du pixel définiela résolution de l’image.
Le FOV est relié à l’intervalle d’échantillonnage dans l’espace des ~k par la relation:

FOV x = 1∆kx et FOV y = 1∆ky . (1.32)
Il faut choisir le pas d’échantillonnage ∆k de manière à éviter le phénomène derepliement. Dans la pratique, ce phénomène est éliminé selon la direction du gradientde lecture (codage en fréquence - direction ~x) grâce à un filtrage du signal analogiqueavant que celui-ci ne soit échantillonné et numérisé. Il suffit alors pour la direction decodage de phase (direction ~y) de choisir le FOV tel qu’il englobe l’objet:

Taille de l’objet < FOV ou ∆k < 1Taille de l’objet , (1.33)
La résolution spatiale obtenue, représentant dans chaque direction la taille réelle d’unpixel de l’image, peut être calculée comme:

∆x = 12kxmax selon ~x et ∆y = 12kymax selon ~y (1.34)
où kxmax et kymax sont les valeurs absolues atteintes dans les directions ~kx et ~kyrespectivement.
1.2.4 Constrastes et pondérations en IRM
Le contraste en IRM provient du codage des signaux de RMN en niveaux de gris. Lesdifférences de densité de protons et de valeurs de temps de relaxation T1 et T2 destissus biologiques sont à l’origine de ce contraste. En IRM, nous avons la possibilité demoduler ce contraste en favorisant l’une ou l’autre de ces différences. Cette modulation
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du contraste est appelée la pondération en T1, T2 ou en densité de proton (ρ) d’uneimage.Pour une séquence d’écho de spin [11], l’intensité du signal au sommet de l’écho estdonnée par la relation suivante:
M xy(TR, TE) = M 0

(1 − exp
(

−TR
T1
))

exp
(

−TE
T2
) . (1.35)

Cette équation montre que les délais TE et TR, représentant respectivement le tempsd’écho et le temps de répétition de la séquence, permettent de pondérer le signal en T1,T2 ou ρ.En ajustant correctement les délais TE et TR (Cf. Figure 1.16) il est possible de pondérerle signal en T1 ou en T2, ou de limiter la pondération selon ces temps de relaxation pourobserver sur l’image une pondération en densité de protons de l’objet étudié.

Figure 1.16 Résumé du principe de pondération du signal pour une séquence d’écho de spin.
Pour les différentes pondérations obtenues avec une séquence d’écho de spin, onobservera:
− Pondération ρ: Le tissu possédant la densité de protons la plus élevée donne le signalle plus intense.
− Pondération en T1: Le tissu possédant le T1 le plus court donne le signal le plusintense.
− Pondération en T2: Le tissu possédant le T2 le plus long donne le signal le plusintense.
1.2.5 Mesure des temps de relaxation en IRM
Les temps de relaxation T1 et T2 permettent de moduler le contraste des images obtenuespar IRM, pour observer différents niveaux de signal pour les différentes structurestissulaires de l’échantillon ou de l’être vivant étudié. Ce type d’images pondérées en T1ou T2 apporte des informations très utiles dans l’étude d’une pathologie par exemple. Lecontraste en T2 permet d’identifier les tissus riches en liquide (hyper-signal en T2) au sein
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desquels l’agitation moléculaire est importante et le T2 est long. Pour le contraste en T1,un hyper-signal (T1 court) est observé dans les tissus où la présence de macromoléculeset de protéines est élevée (mouvements moléculaires lents). Mais ces informationsrestent qualitatives et l’interprétation de ces images est opérateur-dépendante.Dans le cadre d’un suivi longitudinal ou de la comparaison des images acquises pourdifférents individus, il est utile d’obtenir des informations quantitatives sur la modificationdes temps de relaxation, reflétant la modification des tissus étudiés.
Au cours de ce travail de thèse, nous avons été amenés à quantifier le paramètre T2.Le signal recueilli par IRM est amorti par une exponentielle décroissante en T2* (Cf.Figure 1.9 - Partie C) et non en T2. Le T2* prend en compte les inhomogénéités duchamp ~B0 qui provoquent l’accélération du déphasage des protons, et donc l’accélérationde la disparition de la composante transversale Mxy de l’aimantation. Pour avoiraccès au T2, il faut donc s’affranchir de ces inhomogénéités. Ceci peut être réalisé àpartir d’une séquence de type multi-échos de spin pour laquelle la multiplication del’impulsion de refocalisation (180o) permet d’obtenir un train d’échos. À chaque écho,l’amplitude du signal est diminuée, car la refocalisation ne permet de s’affranchir que desinhomogénéités du champ ~B0 (T2*) et non de celles dues à l’environnement moléculairedes protons (T2). Ce type de séquence est connu sous le nom de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) [12–13].

Figure 1.17 Principe d’une séquence de type CPMG utilisée pour la quantification du T2. Lasuccession d’impulsions de refocalisation après l’impulsion d’excitation permet de générer untrain d’échos et de s’affranchir des inhomogénéités du champ ~B0.
La courbe de l’amplitude des échos successifs en fonction du temps est une exponentielledécroissante en T2 (Cf. Figure 1.17). L’optimisation du nombre d’impulsions derefocalisation, et donc du nombre d’échos, permet d’échantillonner correctement lacourbe de décroissance en T2. Le recueil des amplitudes des échos et la régression nonlinéaire de ces données par l’expression suivante permet d’obtenir une quantificationexpérimentale du T2 en IRM:
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S (TE) = S (TE=0).exp(−TE/T2) + K , (1.36)
où S représente l’intensité du signal et K le niveau de bruit.Cette quantification peut être faite pour chaque pixel de l’image par traitementinformatique pour obtenir une image paramétrique du T2, appelée aussi cartographieT2.
1.2.6 Observation et quantification du phénomène de diffusionen IRM
1.2.6.1 Diffusion libre en milieu homogène et isotropeL’imagerie de diffusion a pour but de mettre en évidence les mouvementsmicroscopiques de l’eau dans les tissus biologiques. En effet, dans un milieu isotropeet liquide, les molécules d’eau ne sont pas immobiles mais animées d’un mouvementpermanent et aléatoire dans les trois directions de l’espace, dû à l’agitation thermique.Ce mouvement est le mouvement brownien, qui se modélise à l’échelle macroscopiquepar un phénomène de diffusion libre et est décrit par les lois de Fick.Le coefficient de diffusion caractérise la mobilité des molécules dans un milieu isotrope. Ildépend de la nature de la matière étudiée et des paramètres thermodynamiques commela température T.Pour les fluides, la relation suivante relie les caractéristiques intrinsèques de la matière(mobilité µ) à l’agitation thermique kBT:

D = µkBT (1.37)
avec D (m2/s) le coefficient de diffusion libre et kB la constante de Boltzmann définieplus haut.
Dans le cas du mouvement brownien de particules de rayon r, se déplaçant à la vitesse
~v et soumises à une force visqueuse ~F s’opposant à leur déplacement telle que:

~F = 6πηr~v avec η la viscosité, (1.38)
en associant µ à (6πηr)-1, le cefficient de diffusion D devient:

D = kBT6πηr . (1.39)
Cette relation qui relie le coefficient de diffusion aux grandeurs thermodynamiques etphysiques du fluide est la loi de Stokes-Einstein.
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1.2.6.2 Diffusion restreinte en milieu hétérogène et anisotrope
A. Coefficient de diffusion apparentLa structure des tissus biologiques est hétérogène et plus ou moins anisotrope auregard des mécanismes de diffusion. La diffusion des molécules d’eau est affectéepar la compartimentation de l’eau dans le milieu cellulaire (milieux intra-cellulaireet extra-cellulaire) ainsi que par la présence des membranes cellulaires, des liaisonsmacromoléculaires, et des concentrations en protéines. La diffusion des molécules d’eaudans les tissus biologiques n’est donc pas libre mais restreinte et ne peut plus être décritepar l’Équation 1.39. Cette diffusion restreinte est caractérisée par la valeur moyenne de ladistribution du coefficient de diffusion dans les tissus, le coefficient de diffusion apparent(CDA) ou ADC pour « Apparent Diffusion Coefficient » en anglais.
B. Principe d’une séquence de pondération en diffusion et mesure du CDAPour mettre en évidence le phénomène de diffusion en IRM, il est nécessaire d’ajouterun module de diffusion à une séquence d’imagerie classique (Cf. Figure 1.18). Ce modulecomprend deux gradients identiques dits de diffusion et situés de part et d’autre d’uneimpulsion de refocalisation (180o), de façon symétrique.

Figure 1.18 Schéma du module de diffusion, comprenant deux gradients de diffusion placésde façon symétrique autour d’une impulsion de refocalisation (180o).
Les gradients de diffusion induisent chacun un déphasage φ identique qui estproportionnel à la durée du gradient δ, et à son intensité GDiff:

φ ∝ γδGDiff . (1.40)
L’impulsion de refocalisation du module de diffusion sert à inverser la phase del’aimantation après l’application du premier gradient de diffusion. Ainsi pour les protonsne diffusant pas pendant le délai ∆, le déphasage induit par le premier gradient esttotalement compensé par le deuxième gradient (Cf. Figure 1.18). À la fin du modulede diffusion, les protons immobiles ne présentent aucune modification de leur phase etdonc aucune atténuation de signal.Par contre, pour les protons qui ont diffusé pendant le délai ∆, un déphasagesupplémentaire, lié à la distance parcourue pendant ∆, s’ajoute au dépahasage initial
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induit par le premier gradient. Le déphasage total ne peut pas être complètementcompensé par le deuxième gradient (Cf. Figure 1.18). À la fin du module de diffusion,ces protons présentent un déphasage plus ou moins grand en fonction de leur vitessede diffusion, et donc une atténuation plus ou moins importante du signal.
En résumé, le module de diffusion permet de marquer les protons par un déphasagequi dépend de leur vitesse de diffusion. Ce déphasage induit une atténuation du signal deRMN, et donc de l’intensité du signal sur les images. Les images pondérées en diffusionmontrent un hyper-signal dans les régions à diffusion moléculaire réduite (protonsimmobiles) et un signal d’autant plus faible que la zone explorée contient des moléculesà diffusion élevée (protons mobiles).
La pondération en diffusion dépend du facteur de diffusion b (en s/mm2), qui se calculegrâce à la formule de Stejskal-Tanner [14] :

b = γ 2G 2((∆ − τ/3)τ 2 + ε3/30 − ε2τ/6) (1.41)
où γ est le rapport gyromagnétique du noyau étudié, ∆ est le délai entre le début desdeux gradients de diffusion, (τ+ε) représente la durée d’un gradient, et ε est le temps derampe des gradients (Cf. Figure 1.18). L’ajustement de ces paramètres expérimentauxpermet de moduler la pondération en diffusion lors de l’acquisition.
En faisant l’approximation de gradients rectangulaires (en effet ε<100 µs restenégligeable devant la durée δ des gradients de l’ordre de 20 ms), l’expression 1.41 devient:

b = γ 2G 2(∆ − δ/3) . (1.42)
L’expression ci-dessus ne prend en compte que les gradients de diffusion pour évaluerle facteur de diffusion. Cependant, la séquence d’imagerie dans laquelle est inséré lemodule de diffusion comprend des gradients nécessaires à la sélection de coupe et aucodage de l’image. Ces gradients induisent eux aussi une pondération en diffusion. Nousfaisons l’approximation ici que cette pondération en diffusion est négligeable devant cellegénérée par le module de diffusion [15].
Les images pondérées en diffusion fournissent une information qualitative sur lesdifférences de diffusion d’un tissu à l’autre du sujet étudié. L’information quantitativecorrespondante est obtenue par la mesure du CDA. Le CDA est estimé par l’acquisitiond’une image sans gradient de diffusion (b=0) et d’images pondérées en diffusion pourdifférentes valeurs croissantes du facteur b. Le CDA (mm2/s) est donné par la relationsuivante:

S (b) = S (b=0).exp(−b.CDA) (1.43)
où Sb=0 est le signal de l’image de référence obtenue sans gradient de diffusion et S(b)le signal des images pondérées en diffusion. L’estimation du CDA pour chaque pixelde l’image permet d’obtenir une image paramétrique du CDA communément appeléecartographie de diffusion.



Chapitre 1: Éléments de théorie en RMN et IRM

1.2 Application de la RMN à l’imagerie: l’IRM 35

C. Tenseur de diffusionDans un milieu anisotrope, la mobilité des molécules d’eau est en réalitétridimentionnelle. Pour caractériser de façon complète le phénomène de diffusion, leCDA (coefficient scalaire) utilisé en imagerie de diffusion n’est plus suffisant pour décrirela mobilité des molécules dans toutes les directions. Le coefficient de diffusion est alorsremplacé par un opérateur, un tenseur mathématique permettant de représenter lespropriétés d’une ellipse en trois dimensions (Cf. Figure 1.19):
[D] = Dxx Dxy Dxz

Dyx Dyy Dyz
Dzx Dzy Dzz

 . (1.44)
L’expression 1.44 devient alors:

S (bij) = S (b=0).exp(−∑
i,j

b ij.D ij) . (1.45)
Les composantes du tenseur de diffusion sont définies par une matrice « 3×3 »comprenant les mesures des coefficients de diffusion dans neuf directions. Cette matrice[D] est symétrique, positive et réelle.
L’obtention du tenseur de diffusion demande l’acquisition d’images pondérées endiffusion selon des directions d’observations différentes. Puisque sa matrice estsymétrique, il suffit d’acquérir des images pondérées en diffusion selon au minimumsix directions différentes (xx, yy, zz, xy, xz, yz) au lieu de neuf directions d’origine, ainsiqu’une image sans gradient de diffusion. Les coefficients de diffusion correspondantssont soulignés dans la matrice [D] (Cf. Équation 1.44). L’augmentation du nombre dedirections acquises permet d’améliorer le rapport signal-sur-bruit.
A partir de ces mesures il est possible de recontruire le tenseur de diffusion. Ladiagonalisation de sa matrice permet de calculer pour chaque ellipse, et par conséquentpour chaque voxel, les valeurs propres de diffusion associées aux vecteurs propresindiquant les directions de diffusion principales du voxel. Il est alors possible de générerdes images pour lesquelles la direction des fibres du tissu étudié est représentée par uncode de couleurs.

Figure 1.19 Cette ellipse en trois dimensions est une représentation géométrique du tenseurde diffusion. Les trois axes de l’ellipse coincident avec les vecteurs propres du tenseur et lesvaleurs propres du tenseur (λ1 > λ2 > λ3) représentent les directions principales de diffusion.
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1.2.7 Technique de verrouillage de spins en IRM et mesure duparamètre T1ρ

1.2.7.1 ThéorieLa technique de verrouillage de spins ou « spin-locking » en anglais, a été introduite audébut par Jones (1966) [16] puis appliquée en imagerie par Sepponen et al. (1985) [17] etSantyr (1989) [18].
Cette technique consiste à basculer l’aimantation grâce à une première impulsion RF
α(x), puis à appliquer au système une longue impulsion à la résonance (impulsion despin-locking) d’amplitude ωSL=γBSL pour « verrouiller » la direction de l’aimantation etobserver sa relaxation sous l’influence du champ de spin-locking (SL) (Cf. Figure 1.20).À la fin de l’impulsion de SL, une troisième impulsion α(-x) rebascule l’aimantation selonl’axe ~z.La durée de l’impulsion de SL représente le temps de mélange ou le temps despin-locking (TSL) pendant lequel a lieu la relaxation de l’aimantation.

Figure 1.20 Principe du module de spin-locking classique appliqué à la résonance.L’aimantation longitudinale (1) est d’abord basculée d’un angle α(x) (2). Pendant l’impulsionde SL, il y a relaxation de l’aimantation sous l’influence de cette impulsion d’amplitude
ωSL=γBSL (3). À la fin du module, une troisième impulsion rebascule l’aimantation d’unangle α(-x) (5).
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Le comportement de l’aimantation pendant le module de SL (α(x) − SL (y) − α(-x)), appliquéà la résonance, est décrit par les équations de Bloch.Avant l’application du module de SL, l’aimantation est à l’équilibre selon l’axe ~z et sonamplitude M0 est normalisée à 1:
M x = 0
M y = 0 (1.46)
M z = 1

Après la première impulsion du module de SL, α(x) (Cf. Figure 1.20 - Partie 2), l’expressionde l’aimantation devient:
M x = 0
M y = sinα (1.47)
M z = cosα

L’impulsion de SL d’amplitude ωSL = γBSL est ensuite appliquée au système le long del’axe ~y pendant une durée TSL (Cf. Figure 1.20 - Partie 3). La composante de l’aimantationalignée avec le vecteur de SL relaxe selon le paramètre T1ρ, alors que la composantede l’aimantation perpendiculaire au champ de SL relaxe selon le paramètre T2ρ [19].L’aimantation va précesser autour du vecteur de SL, à la fréquence angulaire ωSL,résultant en une rotation d’un angle ωSLTSL:
M x = −cosα.sin(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ)
M y = sinα.exp(−TSL/T 1ρ) (1.48)
M z = cosα.cos(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ)

À la fin du module de SL, une troisième impulsion α(-x), permet une rotation d’un angle(-α) (Cf. Figure 1.20 - Partie 5):
M x = −cosα.sin(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ)
M y = sinα.exp(−TSL/T 1ρ) − sinα.cosα.cos(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ) (1.49)
M z = sin2α.exp(−TSL/T 1ρ) + cos2α.cos(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ)

Cette expression de l’aimantation à la fin du module de SL est simplifiée par l’applicationde gradients « Crusher » qui permettent d’éliminer les composantes transversales:
M x = 0
M y = 0 (1.50)
M z = sin2α.exp(−TSL/T 1ρ) + cos2α.cos(ωSLTSL).exp(−TSL/T 2ρ)

Si l’angle d’impulsion α est calibré pour donner une impulsion π/2, l’aimantation à la findu module de SL est simplement:
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M z = exp(−TSL/T 1ρ) (1.51)
Dans ce cas, l’aimantation longitudinale ne dépend que du paramètre T1ρ.
La relaxation de l’aimantation pendant l’impulsion de SL est caractérisée par le paramètreT1ρ, qui représente le temps de relaxation spin-réseau dans le plan tournant.
Les mécanismes responsables de la relaxation en T1ρ concernent à la fois les processusstatiques et les processus dynamiques qui se font à des vitesses lentes, tels que lesinteractions dipolaires, les couplages scalaires et les processus d’échanges chimiques[20–21]. Ces processus d’interactions et de couplages se font à des vitesses de corrélationspécifiques et donc à des fréquences spécifiques.
Le paramètre T1ρ est sensible aux fréquences des échanges chimiques entre les protonsde l’eau et ceux des goupes amines (-NH) ou hydroxyles (-OH) [20, 22–24]. Il permet doncd’aller sonder les interactions entre les protons de l’eau environnante et les protons desgroupes -OH de macromolécules comme les glycosaminoglycanes (GAG) qui composentles protéoglycanes (PG) [22].
Le paramètre T1ρ est de ce fait un paramètre quantitatif donnant accès à des informationssur l’état des PG dans les tissus vivants puisque la relaxation en T1ρ de ces tissus seradépendante de la proportion de PG.
Les PG sont des constituants essentiels de la matrice extra-cellullaire du cartilage et dudisque intervertébral [1, 10, 22] et des modifications de la proportion de protéoglycanessont observées lors des processus précoces de dégénérescence de ces deux tissus [1, 10,22].Plusieurs études ont déjà montré le potentiel du paramètre T1ρ pour identifier lespremiers stades de dégénérescence du cartilage via les interactions avec les PG [20,22–23, 25–27].Des études plus récentes ont montré la possibilité d’utiliser les échanges chimiquesentre l’eau environnante et les PG pour caractériser la dégénérescence du disqueintervertébral [28–30].
1.2.7.2 Principe d’une séquence de spin-lockingUn module de spin-locking peut être ajouté dans la plupart des séquences d’imagerie.Ce module est non sélectif et est ajouté au début de la séquence, avant le codage del’image (Cf. Figure 1.21).
Le module classique consiste en une paire d’impulsions 90o de courte durée, identiquesmais de phases opposées, séparées par l’impulsion de SL. Cette longue impulsion dedurée TSL est appliquée à la résonance.Après le module de SL, et avant le module d’acquisition de l’image, des gradients« Crusher » GCr sont généralement ajoutés à la séquence pour éliminer toutescomposantes transversales de l’aimantation.



Chapitre 1: Éléments de théorie en RMN et IRM

1.2 Application de la RMN à l’imagerie: l’IRM 39

Figure 1.21 Ajout d’un module de spin-locking classique dans une séquence d’imagerie.
1.2.7.3 Quantification du paramètre T1ρPendant l’impulsion de spin-locking, l’aimantation longitudinale évolue en fonction duparamètre T1ρ (Cf. Équation 1.50), donnant ainsi un signal pondéré en T1ρ.
En faisant l’acquisition pour différents TSL de plusieurs images présentant différentespondérations en T1ρ, il est possible d’échantillonner la courbe de décroissance du signalselon ce paramètre (Cf. Figure 1.22).

Figure 1.22 La variation de la durée de l’impulsion de spin-locking (TSL) permet d’obtenirdes images avec différentes pondérations en T1ρ. La régression non linéaire de l’intensité dusignal recueilli sur chaque image en fonction du TSL permet d’avoir accès au paramètre T1ρ.
La régression non linéaire de l’intensité du signal de ces images en fonction du TSLselon l’équation suivante permet d’obtenir une quantification expérimantale du T1ρ:
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S (TSL) = S (TSL=0).exp(−TSL/T1ρ) + K , (1.52)
où S représente l’intensité du signal et K le niveau de bruit.
Il est possible de répéter cette quantification pour chaque pixel de l’image par traitementinformatique pour obtenir une image paramétrique du T1ρ, appelée cartographie T1ρ.
1.2.7.4 Artéfacts liés aux inhomogénéités des champs ~B0 et ~B1Les techniques de spin-locking sont connues pour être très sensibles aux inhomogénéitésdu champ ~B0 et du champ ~B1 et sont donc très sujettes aux artéfacts [19, 21, 31].
Dans le cas de l’application du module de SL pour un système présentant desinhomogénéités de champ ~B1 importantes, les impulsions ne sont pas correctementcalibrées et il y a introduction d’une variation spatiale de l’intensité du signal.Idéalement, tous les spins du système résonnent à la même fréquence et sont donc tousà la résonance pendant l’impulsion de SL. Mais les inhomogénéités du champ ~B0, fortesà haut champ magnétique, induisent une distribution de la résonance des spins. Uneaimantation hors résonance est incorporée dans les équations de Bloch [21], gênant larelaxation et impliquant l’apparition d’artéfacts qui suivent la distribution des gradientsde ~B0.
Pour décrire l’évolution de l’aimantation selon les équations de Bloch lors de l’applicationà la résonance d’un module de SL, en tenant compte des inhomogénéités des champs
~B0 et ~B1, nous utiliserons le système de notation suivant.
Le vecteur aimantation est noté:

~M(~r, t) = [Mx(~r, t), Mx(~r, t), Mx(~r, t)]T (1.53)
à la position ~r = [~x, ~y, ~z] et au temps t. T représente l’opération de transformationappliquée à l’aimantation.
L’aimantation longitudinale avant le module de SL est donc:

~M(~r, 0) = [0, 0, M0(~r, 0)]T (1.54)
où M0 correspond à l’amplitude de l’aimantation à l’équilibre.
L’application d’une impulsion RF se traduit par une opération Rθ(α) où R est la matricede rotation, θ la phase de l’impulsion et α l’angle de basculement de l’aimantation.
L’application d’une impulsion de SL au système pendant la durée TSL et selon la phase θ,mais en tenant compte des inhomogénéités du champ ~B0 (∆ω0), se traduit par latransformation Rz’(ωeff.TSL) = Rθ(φ).Rz(ωeff.TSL).Rθ(-φ).Les inhomogénéités du champ ~B0 impliquent que pendant l’impulsion de SL, le champde SL sous l’influence duquel évolue l’aimantation est modifié tel que:

|ωeff| =√ωSL2 − ∆ω02 (1.55)
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où ωeff représente un champ effectif.La relaxation de l’aimantation pendant l’impulsion de SL n’a donc plus lieu autour del’axe d’application de celle-ci, mais autour de l’axe ~z′ du champ effectif (Cf. Figure 1.23)formant un angle φ avec l’axe ~z tel que [21]:
φ = tan -1

(
ωSL∆ω0

) (1.56)

Figure 1.23 Évolution de l’aimantation pendant le module de SL classique appliqué à larésonance, mais en tenant compte des inhomogénéités des champs ~B0 et ~B1. Pendantl’impulsion de SL, l’aimantation relaxe autour du champ effectif ωeff.
Pour le module de SL classique, l’aimantation obtenue à la fin du module est donc [21]:

~M(~r, TSL) = R -x(α).Ry(φ).Rz(ωeff.TSL).Ry(−φ).Rx(α).M(~r, 0) (1.57)
Les gradients « Crusher » permettent d’éliminer les composantes transversales del’aimantation et l’aimantation longitudinale finale est donc [21]:

~M z(~r, TSL) = M0[cos(ωeff.TSL).sin(−α+φ).sin(α+φ)+cos(−α+φ).cos(α+φ)] (1.58)
Dans le cas où l’amplitude du champ de SL est plus importante que l’offset dû auxgradients de ~B0, c’est à dire si ωSL � ∆ω0, φ est environ égal à 90o et l’aimantationlongitudinale s’écrit:

~M z(~r, TSL) = M0[cos(ωSL.TSL).cos2(α) − sin2(α)] (1.59)
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Si α n’est pas parfaitement calibré à 90o, il y a une dépendance en cos(ωSL.TSL) pourl’aimantation. Cela induit des oscillations de l’intensité du signal selon le gradient de ~B1et donc des artéfacts sur les images.
Dans le cas où ωSL � ∆ω0, φ est proche de 0o et:

~M z(~r, TSL) = M0[−cos(∆ω0.TSL).sin2(α) + cos2(α)] (1.60)
Si α=90o, l’aimantation présente une dépendance en cos(∆ω0.TSL) et les images sontcontaminées par des artéfacts dus aux inhomogénéités du champ ~B0.
Charagundla et al. [19] ont simulé la distribution des artéfacts dû aux inhomogénéitésde ~B1 en fonction de la distribution du champ ~B1, et donc du type de bobine RF utilisé.Ces simulations mettent en évidence la dépendance à ~B1 des oscillations de l’aimantation,puisque la distribution spatiale des artéfacts générés suit la distribution du champ ~B1 (Cf.Figure 1.24).

Figure 1.24 Simulations de la distribution spatiale des artéfacts de SL en fonction de ladistribution du champ ~B1. Distribution linéaire du champ ~B1 (a) et simulation des artéfactscorrespondants (b). Distribution gaussienne du champ ~B1 (c) et simulations des artéfactscorrespondants (d). D’après Charagundla et al. [19].
On notera ici que le cas détaillé dans ce paragraphe concerne les artéfacts dus auxinhomogénéités des champs ~B0 et ~B1 pour un module de SL appliqué à la résonance.Mais il existe aussi des techniques de SL hors résonance pour lesquelles la relaxationautour d’un champ effectif est généralisée [31]. Au vue des équations développées dansce paragraphe, il est évident que l’application d’un module de SL hors résonance estextrèmement sensible aux inhomogénéités des champs ~B0 et ~B1, et que ces techniquessont très difficiles à mettre en place à haut champ magnétique pour des acquisitionsréalisées avec une bobine inhomogène.
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1.2.7.5 Énergie déposée dans les tissus vivants pendant les examens d’IRMLa quantité d’énergie par unité de masse et unité de temps déposée dans les tissus vivantslors d’un examen d’IRM est la SAR pour « specific absorption ratio » en anglais. Pourchaque examen d’IRM réalisé in vivo, la SAR est controlée et doit répondre aux limitesétablies par l’US FDA pour « food and drugs administration » en anglais [32–33].
Pour une séquence d’IRM, la SAR peut se calculer en additionnant la puissance de toutesles impulsions RF de la séquence, en prenant en compte leur forme, leur durée et lescaractéristiques de la bobine utilisée.
Le calcul de la SAR produite par une impulsion donnée est basé sur le modèle développépar Collins et al. [32–33]. Ce modèle permet d’évaluer le niveau de SAR induit pendantune impulsion RF d’un angle α et d’une durée τ d’après la relation suivante:

SARτ ,α = f
(3 ms

τ

) 2( α90o
) 2 SAR3ms,90o (1.61)

où le coefficient f dépend de la forme de l’impulsion et est égal à 1,0 pour une impulsionrectangulaire. Les paramètres α et τ sont exprimés respectivement en degré et enmillisecondes. Les valeurs spécifiques du coefficient SAR3ms,90o sont résumées dans lapublication de Collins et et al. [32].Le niveau de SAR pour une séquence d’impulsions peut alors se calculer par l’expressionsuivante:
SAR = ∑N

n=1 (SARτn,αn ×τn)
TT (1.62)

où τn et αn sont la durée et l’angle d’impulsion de la nième impulsion d’une séquence àN impulsions et TT représente le temps total nécessaire pour l’acquisition de l’image, enmillisecondes.
Dans le cas de l’IRM du T1ρ, l’addition dans le schéma de la séquence d’imagerie d’unelongue impulsion de spin-locking augmente de façon importante la SAR, rendant doncdélicate l’application de cette technique pour les études in vivo. Cette augmentation del’énergie déposée dépend des paramètres du module de SL, tels que la durée TSL etl’amplitude ωSL de l’impulsion de SL.Il est donc nécessaire de vérifier systèmatiquement la SAR induite par la séquence deSL utilisée lors de chaque application in vivo.
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1.3 Bobines RF utilisées en IRMIl a été montré précédemment que pour obtenir le signal de RMN, il est nécessaired’appliquer au système un champ magnétique perturbateur, le champ ~B1, représentéégalement comme une impulsion radiofréquence (RF). Pour émettre ce type d’impulsionRF, nous avons besoin d’utiliser une bobine RF. Ce type de bobine permet également deréceptionner le signal émis par le système pendant la relaxation.
Dans cette partie nous allons revoir de façon générale le principe des bobines RFutilisées en IRM et leurs caractéristiques mesurables, nécessaires à l’évaluation de leurqualité et leurs performances.Nous détaillerons ensuite certains types de bobine utilisés en IRM. Seuls les systèmesde bobine utilisés dans le cadre de cette étude, ou mentionnés dans ce manuscrit serontdécrits ici.
Cette partie s’appuie sur l’étude des bobines présentée dans le livre de J. Mispelter et
al. « NMR probeheads for biophysical and biomedical experiments ». Imperial CollegePress, 2006 [34].
1.3.1 Circuit RLC et cicuit d’adaptation
Une bobine RF est composée d’une boucle de courant, qui génère le champ ~B1, et d’uncircuit d’adaptation qui optimise le transfert de puissance avec l’électronique d’émissionet de réception.
La boucle de courant est généralement modélisée par un circuit RLC (Cf. Figure 1.25)constitué:
− d’une inductance propre LBobine exprimant l’aptitude à générer ou capter un fluxmagnétique la traversant
− d’une résistance RBobine, traduisant principalement les pertes ohmiques desconducteurs la constituant
− d’une capacité de préaccord C0 à ses bornes.L’accord est complété par des condensateurs supplémentaires tel que Csym et CTuning (Cf.Figure 1.25).Le condensateur d’accord ou de « tunning » CTuning est ajustable et permet de réaliserun accord fin précisément sur la fréquence de résonance des noyaux observés.Le condensateur de symétrie Csym permet d’équilibrer électriquement la bobine parrapport à la masse, afin de réduire le champ électrique, source de pertes et de couplagesindésirables.L’adaptation d’impédance (à 50 Ω ), nécessaire à un transfert d’énergie optimum, estréalisée à l’aide d’un condensateur variable placé en série avec le câble de liaison auspectromètre (préamplificateur de réception et amplificateur de puissance). C’est lecondensateur d’adaptation ou de « matching » CMatching.Les réglage des condensateurs d’accord et d’adaptation sont interdépendants.
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Figure 1.25 Schéma électrique d’une bobine RF.

1.3.2 Facteur de qualité
Le facteur de qualité Q est un des paramètres utiles pour évaluer les performancesd’une bobine RF. Q permet d’obtenir une estimation de la sensibilité attendue pour unebobine RF et ainsi de comparer plusieurs bobines entre elles. Le facteur Q d’une bobineRF représente sa capacité à conserver l’énergie électromagnétique par unité de temps.Il est donné par le rapport de sa réactance (ωLBobine) à sa résistance RBobine:

Q = ωLBobine
RBobine = ω0LBobine

RBobine . (1.63)
Dans notre cas, la pulsation ω est la pulsation de Larmor ω0.L’équation 1.63 donne l’expression du facteur de qualité à vide. Lorsque la bobine estchargée avec un échantillon, la résistance de la bobine RBobine doit être remplacée par larésistance équivalente r qui prend en compte les pertes magnétiques (RM) et électriques(RE) (Cf. Paragraphe 1.3.3). Le facteur Q devient:

Q = ω0LBobine
r = ω0LBobine

RBobine + RM + RE . (1.64)
Il est possible de mesurer les facteurs de qualité à vide Qv (Cf. Équation 1.63) et encharge Qc (Cf. Équation 1.64) sur l’analyseur de spectre, lorsque la bobine est accordéeà la fréquence de Larmor ν0 et que son impédance est adaptée à 50 Ω (Cf. Annexe A).La relation suivante relie les facteurs de qualité à la sensibilité S de la bobine:

S
S0 =

√√√√1 −
Qc
Qv (1.65)

où S0 représente la sensibilité maximale pour une bobine non chargée.
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L’optimisation de la sensibilité de la bobine est donc obtenue en optimisant les facteursde qualité, c’est à dire en minimisant les pertes dans la bobine et dans l’échantillon.
1.3.3 Pertes électriques et magnétiques
Un être vivant ou un échantillon simulant un tissu biologique (sérum physiologique)induit à la fois des pertes magnétiques, dues à sa conductivité, et électriques, dues àses faibles propriétés diélectriques. Ces pertes impliquent une diminution du facteurde qualité de la bobine et donc de sa sensibilité et dépendent de la force ionique del’échantillon.
1.3.3.1 Pertes magnétiquesLes pertes magnétiques sont dues aux courants induits dans l’échantillon (faiblementconducteur), par le champ magnétique ~B1 généré par la bobine. Ces courants induitsconduisent à une perte d’énergie par effet Joule. Il peut aussi en résulter un échauffementsignificatif de l’échantillon. Bien sûr ce champ ~B1 est nécessaire en RMN et ces pertesmagnétiques sont donc inévitables.
1.3.3.2 Pertes électriquesLes pertes diélectriques sont dues au champ électrique (indésirable en RMN) qui entraînedes couplages capacitifs parasites entre la bobine et l’échantillon, que l’on modélise enparallèle du condensateur de préaccord, aux bornes de la bobine. L’importance de cescouplages capacitifs parasites peut être évaluée expérimentalement par l’importance dela diminution de la fréquence de résonance lorsque la bobine est chargée. Les pertescorrespondantes peuvent être mesurées en comparant les facteurs de qualité obtenuspour différentes conditions de charge.Il est donc important de diminuer au maximum l’amplitude du champ électrique créé parla bobine. Une solution consiste à équilibrer ses potentiels en passant à une configurationsymétrique.La composante du champ électrique, associée à la variation dans le temps du champmagnétique, a également l’effet indésirable de générer des pertes par rayonnement.Ces pertes par rayonnement surviennent lorsque les dimensions de la bobine atteignentenviron 1/10 de la longueur d’onde de fonctionnement. Avec l’augmentation constantedu champ statique des imageurs, nous sommes confrontés à ce problème même pourles bobines de petite taille (de l’ordre de quelques centimètres).Pour réduire ces pertes, une segmentation de la bobine est nécessaire. La segmentationest réalisée en fixant des condensateurs de place en place pour donner une longueurmaximum des segments de λ/10 (si possible la limite de λ/20 est préférable).La segmentation de la bobine est une réponse séduisante au problème de pertes parrayonnement. Cette solution a néanmoins pour limite le fait que l’augmentation excessivedu nombre de segments entraîne l’augmentation de la résistance de la bobine, due àl’augmentation du nombre de condensateurs et de connections de fixation. Il y a doncun compromis à trouver pour diminuer suffisamment les pertes par rayonnement sans
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provoquer une diminution du facteur de qualité par l’augmentation de la résistance dela bobine.
1.3.3.3 BilanEn résumé, lors de la conception et de la construction d’une bobine RF pour l’IRM, lestrois règles suivantes doivent être respectées pour minimiser le champ électrique et lesinteractions électromagnétiques autour de la bobine et obtenir la meilleure sensibilitépossible:
− l’inductance de la bobine doit être gardée la plus basse possible pour minimiser lechamp électrique.
− la longueur de la boucle doit rester faible, au moins plus petite qu’1/10 de la longueurd’onde, 1/20 est préférable.
− la configuration symétrique de la bobine doit être choisie autant que possible.
1.3.4 Caractériques des différents types de bobine
1.3.4.1 Bobine « cage d’oiseau »Le résonateur de type « cage d’oiseau » est le type de bobine le plus couramment utiliséen IRM du petit animal. C’est une bobine volumique de symétrie cylindrique donnantun champ ~B1 perpendiculaire à l’axe de la bobine (Cf. Figure 1.26). Ce système estconstitué d’un nombre défini d’éléments LC (bandes de cuivre + condensateurs), appeléscommunément barreaux. Ces éléments sont connectés de sorte que chacun définisseprécisément la fréquence de résonance de la bobine. La façon dont les condensateurssont connectés par rapport aux barreaux de la bobine (en parallèle, en série ou les deux),détermine le mode de configuration de la bobine cage d’oiseau (passe-haut, passe-basou hybride respectivement) et permet de sélectionner la fréquence de résonance de labobine parmi les différents modes de résonance possibles.

Figure 1.26 Schéma d’une bobine cage d’oiseau à huit barreaux avec une configuration enmode passe-haut.
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La bobine cage d’oiseau est une configuration qui fourni un champ ~B1 très homogènedans la majorité du volume d’excitation. L’homogénéité du champ ~B1, ainsi que sonamplitude au centre de la bobine, dépendent du nombre de barreaux la constituant.

Figure 1.27 Simulations de la distribution du champ ~B1 créée par des bobines cage d’oiseaudont le nombre de barreaux N varie de 4 à 128. Ces simulations sont extraites du livrede J. Mispelter [34].
La Figure 1.27 présente plusieurs simulations de la distribution du champ ~B1 créé pardes bobines cage d’oiseau pour lesquelles le nombre de barreaux est différent [34]. Onobserve que plus le nombre de barreaux est important et plus le champ ~B1 est homogèneet intense dans le volume d’excitation. En pratique, on estime que le nombre minimumde barreaux doit être de 16 pour permettre une homogénéité correcte du champ ~B1.
1.3.4.2 Bobine de surfaceUne bobine de surface est généralement constituée d’une simple boucle de courant(Cf. Figure 1.28), induisant un champ magnétique inhomogène orienté selon l’axe de labobine, qui diminue fortement dès que l’on s’éloigne du plan de la bobine (Cf. Figure1.29).Cette diminution de l’amplitude du champ ~B1 avec la profondeur d’exploration donneà la bobine de surface ses propriétés spécifiques de localisation du signal. On estimeen général que la pénétration d’une bobine de surface circulaire est égale à son rayon.Le volume de détection représente approximativement un hémisphère de rayon égal àcelui de la bobineCe type de bobine est donc très adapté à la localisation d’une petite région d’intérêt situéeà la superficie d’un échantillon de dimensions plus importantes.
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Figure 1.28 Schéma d’une bobine de surface plane de forme circulaire.

Figure 1.29 Simulations de l’amplitude du signal obtenu après une impulsion de puissance(et/ou de durée) telle que l’angle de rotation au centre de la bobine de surface circulaire (A)soit de 90o (B), 180o (C) et 360o (D). Ces simulations sont extraites du livre de J. Mispelter [34].
Nous avons pour l’instant considéré le cas des bobines de surface circulaires, mais enpratique la forme des bobines de surface doit être adaptée à la région d’intérêt considéréepour l’étude, dans le but d’optimiser le facteur de remplissage. Les formes rectangulaires(ou elliptiques) sont ainsi utilisées dans le cas d’une région d’intérêt allongée.
Résonateurs ouvertsUne bobine de surface peut également être considérée comme un résonateur ouvert. Lamajorité des résonateurs de configuration cylindrique, comme la bobine cage d’oiseaupar exemple, peuvent être utilisés pour donner un demi-résonateur ou résonateur ouvert.Parmi tous les types de résonateurs ouverts, nous pouvons noter le cas de la bobinedemi-cage d’oiseau qui est adaptée à l’IRM d’une longue région d’intérêt, située à une
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profondeur de plusieurs centimètres et non directement sous la surface de la bobinecomme pour une bobine de surface.
1.3.5 Optimisation des systèmes de bobine
1.3.5.1 Bobine en configuration quadratureLa configuration d’une bobine en mode quadrature permet de produire une polarisationcirculaire du champ ~B1 et, en théorie, d’augmenter la sensibilité de la bobine d’unfacteur √2.Ce mode de configuration demande l’utilisation de deux ports d’entrée sur la sonde,délivrant deux courants d’excitation déphasés de 90o, ainsi que de deux ports desortie pour récupérer et combiner les deux composantes du signal réceptionnées. Ledéphasage des courants d’entrée et la combinaison des signaux de sortie sont assuréspar un « splitter/combiner » connecté à la sonde. Il est également nécessaire que la sondesoit elle-même conçue de manière à fonctionner en mode quadrature, en incluant deuxsystèmes de bobine indépendants positionnés perpendiculairement l’un par rapport àl’autre.
1.3.5.2 Bobine en configuration réseau phaséPour l’IRM specifique d’organes de dimensions importantes, telle que la colonnevertébrale par exemple, un système de plusieurs bobines, dit en réseau phasé, peutêtre utilisé. Il s’agit de combiner le bon rapport signal-sur-bruit d’une bobine de petitesdimensions avec l’exploration d’un grand champ de vue [35].Ce système consiste en un ensemble de petites bobines, chacune faisant l’acquisitiondu signal de RMN d’une petite région, mais l’ensemble couvrant un grand volumed’acquisition.Chaque bobine doit être associée à un pré-amplificateur et à une chaîne de réceptionindépendants, ce qui demande une console électronique adaptée.Les différents canaux de réception en sortie sont numérisés, rephasés et combinés demanière optimale en fonction de l’origine spatiale de leur signal [35].
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Dans ce chapitre nous allons décrire l’anatomie du rachis et la structure du disqueintervertébral, sa fonction et sa composition, ainsi que le processus de dégénérescencediscale, naturel ou pathologique. Nous traiterons de la compréhension actuelle desmécanismes intervenants dans cette dégénérescence, et des moyens thérapeutiquesaujourd’hui à la disposition du clinicien. Nous verrons également l’apport de l’IRM dansle diagnostic clinique de la dégénérescence discale et dans la recherche fondamentalesur ce sujet.

2.1 Anatomie du rachisLa colonne vertébrale, ou rachis, est une structure osseuse constituée de 33 vertèbressuperposées les unes sur les autres, commençant à la base du crâne et s’étendant jusqu’aubassin. Elle supporte l’ensemble du squelette humain et son rôle est de protéger la moelleépinière et de soutenir la tête ainsi que le tronc.

Figure 2.1 Schéma de la colonne vertébrale humaine. D’après http://www.bioconseil.net.
Les 33 vertèbres constituent 5 segments rachidiens (Cf. Figure 2.1):
− Le rachis cervical constitué de 7 vertèbres cervicales au niveau du cou.
− Le rachis dorsal ou rachis thoracique, situé derrière le thorax et comportant 12vertèbres dorsales. Sur ces vertèbres viennent s’articuler les côtes constituant lethorax.
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− Le rachis lombaire comportant 5 vertèbres lombaires, dont le corps est beaucoupplus gros que celui des vertèbres dorsales ou cervicales. Ce segment est soumisaux contraintes de poids les plus sévères et est le siège le plus fréquent de lésionsdéfinitives telles que la hernie discale.
− Le sacrum, situé au niveau du bassin, et constitué de 5 vertèbres soudées.
− Le coccyx comprenant 4 vertèbres, elles aussi soudées.
Entre chaque vertèbre (quand elles ne sont pas soudées) se trouve un disqueintervertébral. Chez l’homme le rachis se compose de vingt-quatre disquesintervertébraux intercalés entre les corps vertébraux. Ensemble, ils constituent lastructure antérieure (frontale) du rachis (Cf. Figure 2.2).

Figure 2.2 Le disque intervertébral se trouve entre les vertèbres, au niveau de la structureantérieure du rachis. D’après http://www.medecine-et-sante.com

2.2 Le disque intervertébral
2.2.1 Structure et fonctions du disque intervertébral
2.2.1.1 StructureLe disque intervertébral (DIV) présente une forme de lentille bi-convexe interposée entreles vertèbres. Le DIV non dégénéré est un tissu non vascularisé, très peu innervé etcomportant trois parties différentes bien distinctes: le noyaux pulpeux, l’anneau fibreuxet les plateaux vertébraux.
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Figure 2.3 Structure du disque intervertébral, vue en coupe sagittale (A) et en coupe axiale(B). L’anneau fibreux (AF) est organisé en lamelles concentriques autour du noyau pulpeux(NP) (B et C). Les lamelles sont disposées de façon oblique d’une couche à l’autre (C). D’aprèshttp://www.ilo.org et http://www.health.allrefer.com
Le noyau pulpeux:Au centre du DIV, se trouve le noyau pulpeux ou nucleus pulposus (NP), qui apparaîten coupe comme une masse amorphe, blanche et peu brillante. Le NP est une structuremolle en forme de sphère présentant une consistance gélatineuse très hydratée pour ledisque sain (Cf. Figure 2.3).
L’anneau fibreux:La région périphérique du disque est l’anneau fibreux ou annulus fibrosus (AF). Cettepartie du disque est ferme et sous tension, et présente une organisation en lamellesconcentriques entourant et protégeant le NP (Cf. Figure 2.3). Les fibres de l’AF sontentrecroisées de façon à résister à des forces de flexion et de torsion importantes. Leslamelles concentriques sont orientées de façon oblique d’une couche à l’autre (Cf. Figure
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2.3 - Partie C) et sont plus nombreuses sur la partie antérieure du disque intervertébralque sur la partie postérieure.
Les plateaux vertébraux:La troisième partie du DIV permet de faire le lien avec les vertèbres osseuses et estconstituée de deux fines couches de cartilage, appelées plateaux vertébraux ou plaquescartilagineuses. Les plateaux vertébraux sont constitués de cartilage hyalin et s’appliquentsur les plateaux osseux vertébraux. Ils sont souples, poreux et sont les premiers à subirune déformation lorsqu’un segment vertébral est sous charge.Les fibres de la partie interne de l’AF sont attachées à la plaque cartilagineuse du plateauvertébral, alors que les fibres de la partie externe de l’AF sont fixées directement sur lecorps vertébral (Cf. Figure 2.3 - Partie A).
2.2.1.2 FonctionsLes disques intervertébraux sont des éléments essentiels de la colonne vertébrale,puisqu’ils représentent environ un tiers de cette structure. Ils permettent une cohésionintervertébrale tout en assurant la mobilité et la souplesse de la colonne vertébrale.
Le DIV a pour fonctions d’absorber les chocs et de protèger la colonne vertébrale destraumatismes en jouant un rôle d’amortisseur et de répartiteur de pression. Il transmetles charges, provenant du poids corporel, de l’activité musculaire et de la position ducorps.Le DIV est une structure tissulaire déformable capable de supporter une grande variétéde contraintes. Il peut se déformer de façon considérable, se comprimant ou s’expansantde 30 à 60% au cours de la flexion ou de l’extension du rachis.
Une diminution de la hauteur du DIV peut résulter des déformations des structuresdiscales, mais aussi de la perte hydrique, puisque le disque se décharge en liquide dufait de l’augmentation de la pression. Au cours des activités quotidiennes, le disque perdprogressivement entre 10 et 25% de sa proportion en liquide s’il est soumis à de fortespressions. La réhydratation du disque s’effectue lors du repos en position couchée. Cetteperte d’eau peut conduire à une diminution de stature de 1 à 2 cm dans la journée chezun adulte.
2.2.2 Composition du DIV
Le DIV est une structure conjonctive très proche sur le plan biochimique du cartilagearticulaire pour le NP et des structures capsulo-ligamenteuses pour l’AF [10]. Commetout tissu conjonctif, le disque intervertébral est composé de cellules spécialisées assurantla biosynthèse et d’une matrice extra-cellulaire constituée d’une substance fondamentaleet de fibres [10].La substance fondamentale du disque est composée d’un gel de protéoglycanes trèshydrophile bloqué à l’intérieur d’un réseau de fibres de collagène. Les protéoglycanes
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constituent donc la molécule de pression alors que le collagène représente la moléculede tension.
Cellules:Les cellules du DIV, de types chondroblastique ou fibroblastique selon la région dudisque, sont actives et capables de synthétiser entre autre les composants de la matriceextra-cellulaire.Le DIV présente une très faible densité cellulaire par rapport à d’autres tissus. Malgrécette faible densité, l’activité permanente des cellules est vitale pour la santé du DIV,puisqu’elle permet tout au long de l’existence la production de nouvelles macromoléculespour remplacer celles qui disparaissent ou sont détruites au fil du temps.
Protéoglycanes:Le protéoglycane le plus important du disque, l’aggrécane, est une macromoléculecomposée d’une protéine centrale sur laquelle sont accrochés de nombreuxglycosaminoglycanes (chaînes répétitives de disaccharides). Ces chaînes ont une hautedensité de charges négatives qui leur donnent leur caractéristiques hydrophyles.Cette propriété est d’une grande importance pour le fonctionnement du disque,puisqu’elle permet d’en réguler la pression.
Eau:L’eau est le consituant principal du DIV et représente 65 à 90% du volume tissulaire,selon l’âge et la région du disque considérée. Elle est essentielle au bon fonctionnementmécanique du disque.La teneur en eau de la matrice dépend de la quantité de protéoglycanes mais varieégalement en fonction de la charge s’exerçant sur le DIV. En charge, le NP se déshydrateet diminue de volume, en décharge l’eau réintègre le disque. Les mouvements de l’eausous l’effet des pressions sont liés aux charges électro-négatives des protéoglycanes.
Collagène:Le collagène est la principale protéine de structure de l’organisme et comprend unefamille d’au moins dix-sept protéines différentes. Tous les collagènes présentent uneimportante résistance aux contraintes mécaniques et aux dégradations enzymatiques.Le DIV est composé de plusieurs types de collagène avec une prédominance des typesI et II. Ces deux types forment des fibrilles qui constituent la trame de la structure dudisque.
Environ 90% de la masse tissulaire totale du DIV est constituée de collagène et d’eau.Ces proportions varient avec l’âge et l’état de dégénérescence, mais surtout avec lalocalisation à l’intérieur du disque.
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Figure 2.4 Proportions en eau, collagène et protéoglycanes des différents tissus du DIV.D’après http://www.ilo.org
Le noyau pulpeux:Pour le NP, l’histologie montre la présence de cellules de type chondroblastique et degrosses cellules vacuolaires au centre, et de cellules de type fibrochondroblastique à lapériphérie.La matière extra-cellulaire du NP est principalement composée de protéoglycanes et defibres de collagène. Les protéoglycanes constituent 15% de la composition du NP maisreprésentent 50% de son poids sec. Le collagène constitue 20% du poids du NP. Il s’agitprioritairement de collagène de type II (80%) et type I et accessoirement de collagène detypes I, VI, IX et XI. Les fibres de collagène changent graduellement de nature à mesureque l’on se rapproche radialement de l’annulus, composé de fibres de type I.Le NP est fortement hydraté. La proportion en eau pour un disque sain varie de 90%chez l’enfant, à 80% chez le jeune adulte et à 70%, parfois moins, pour le sujet âgé [1,10].
L’anneau fibreux:Les cellules de l’AF sont de type fibroblastique et plus présentes que dans le NP.Le collagène de la matrice extra-cellulaire est principalement de type I. Les collagènesde type I et II représentent 80% du collagène total de l’AF, représentant lui-même 80%de son poids sec total. Le rapport collagène I / collagène II augmente du centre vers lapériphérie de l’AF. Les protéoglycanes (20% du poids sec), sont surtout concentrés danssa partie centrale.La teneur en eau, pour le disque sain d’un jeune adulte, est de l’ordre de 60 à 70%. Onobserve une dimunition de cette proportion en eau lorsque l’on progresse du centre versl’extérieur de l’AF [1, 10].
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Les plateaux vertébraux:Pour les plateaux vertébraux, les concentrations relatives des différents composants sontsimilaires aux autres tissus du DIV: beaucoup d’eau et de protéoglycanes pour la partieen contact avec le NP, beaucoup d’eau et de collagène pour la partie en contact avec l’AF.
La composition biochimique des différentes parties du DIV est résumée par la Figure 2.4.
2.2.3 Métabolisme et nutrition du DIV
2.2.3.1 MétabolismeLe DIV sain présente un métabolisme actif, assurant un renouvellement desprotéoglycanes et du collagène. Les cellules du disque intervertébral assurentl’homéostasie, c’est-à-dire l’équilibre entre la synthèse et la dégradation.Pendant la croissance, les vitesses de synthèse des molécules nouvelles ou deremplacement sont plus élevées que les vitesses de dégradation et les matériauxmatriciels s’accumulent autour des cellules.Dans un disque sain, les vitesses de production et de destruction de la matrice sontéquilibrées.Avec l’âge et la dégénérescence, le processus s’inverse. Si l’équilibre est perturbé ou sil’activité cellulaire baisse, la composition du disque change, ce qui affecte ses propriétésmécaniques.
Les cellules du disque répondent également aux changements de contraintesmécaniques. La mise en charge affecte le métabolisme discal, bien que ces mécanismesne soient pas clairement établis [10].
2.2.3.2 Nutrition

Figure 2.5 Résumé des mécanismes de nutrition du DIV par diffusion des nutriments àtravers les PV et la matrice extra-cellulaire. D’après htt://www.ilo.org
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Le DIV reçoit des éléments nutritifs tels que l’oxygène et le glucose à partir du sangdes tissus adjacents. Ces nutriments doivent diffuser à travers les PV et la matriceextra-cellulaire jusqu’aux cellules situées au centre du disque (Cf. Figure 2.5).Les mouvements de va-et-vient de l’eau dans le DIV, sous l’effet des contraintesmécaniques, jouent également un rôle important dans le mécanisme de nutrition dudisque, en permettant l’échange des éléments nutritifs et des déchets avec le sangenvironnant.

2.3 Veillissement et dégénérescence du DIV
Le vieillissement et la dégénérescence discale se caractérisent par une association dediverses modifications au sein du DIV, à la fois métaboliques et morphologiques [1, 10,36].De façon générale, la dégénérescence discale est caractérisée par la perte progressivede la proportion d’eau du DIV et par la diminution de la hauteur discale. La déshydrationglogale du DIV par perte de la concentration en protéglycanes est accompagnée d’unedésorganisation de la trame collagénique avec une prolifération anarchique de collagènede type I.
Cette dégénérescence discale est souvent expliquée par la baisse de l’apport d’élémentsnutritifs. La perméabilité des PV du disque diminue avec l’âge, ce qui peut entraverl’acheminement des éléments nutritifs jusqu’au DIV [10].Pour les DIV où l’apport d’éléments nutritifs est réduit, les concentrations en oxygènedans le centre du disque peuvent descendre à des niveaux très bas. Le métabolismeen anaérobie augmente et permet aux déchets métaboliques tels que le lactate des’accumuler dans le disque, entrainant une chute du pH. Les vitesses de synthèsematricielle sont alors réduites, aboutissant à une chute de la teneur en protéoglycanes.Cette baisse du pH compromet la viabilité des cellules et aggrave la dégénérescence duDIV.
Les changements dégénératifs les plus importants ont lieu dans le NP, où un déclingénéral s’opère. Le nombre de cellules chondrocytes, la concentration en protéoglycaneset la teneur en eau baissent et une fragmentation des agrégats de protéoglycanes estobservée [10]. Le volume de l’AF interne tend à croître aux dépends du NP, qui devient duret blanc au lieu de souple et translucide. La concentration en protéines non-collagéneusesaugmente, tandis que se forme un matériau dense et granulaire principalement autourdes chondrocytes.
On observe aussi des altérations morphologiques au niveau de l’AF et des plateauxvertébraux adjacents. Sur l’annulus il s’agit de fissurations concentriques et transversales.Les fissurations concentriques surviennent entre les lamelles annulaires et souvent à lajonction de l’annulus interne et externe, alors que les fissurations transversales traduisentla désinsertion des fibres annulaires de l’AF interne sur les plateaux vertébraux. La plaque
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cartilagineuse des PV à tendance à s’ulcérer et à se fibroser, réduisant la voie principaledes échanges nutritifs du DIV.
À un âge très avancé, le disque entier est devenu une plaque rigide de fibrocartilage. Onpeut toujours reconnaître la région du NP par son organisation moins structurée, maispeu de cellules vivantes en font encore partie [1, 10] (Cf. Figure 2.6 - Partie B).
Au fur et à mesure que la composition du disque se modifie, sa réaction aux chargesmécaniques change également. Du fait de la perte des protéoglycanes et donc de lateneur en eau, le noyau ne peut plus réagir aussi efficacement. Ce changement se traduitpar une répartition non uniforme des contraintes sur les plaques cartilagineuses et surles fibres de l’AF et, en cas de dégénérescence sévère, les fibres internes peuvent fairesaillie à l’intérieur quand le disque est en charge, ce qui peut alors causer des contraintesanormales sur d’autres structures discales.La vitesse d’affaissement est augmentée dans les disques dégénérés qui perdent ainsi dela hauteur plus vite que les disques normaux soumis aux mêmes charges. L’étroitesse del’espace discal affecte également d’autres structures rachidiennes telles que les muscleset les ligaments.

Figure 2.6 Coupes sagittales d’un DIV humain sain pour lequel on distingue le NP au centreet la structure en lamelles de l’AF (A), et d’un DIV dégénéré à un stade sévère pour lequel ilest difficile de reconnaître ces deux tissus (B). D’après Keshari et al. [37]

2.4 IRM et dégénérescence discale
La caractérisation de la dégénérescence discale est un domaine de recherche actif.L’imagerie, mais également la spectroscopie, par résonance magnétique, par leurcapacité à renseigner à la fois sur la morphologie et la physiologie des tissus mous, sontadaptéees pour accèder de façon quantitative et non-invasive aux changements précoceset tardifs qui sont dus à la dégénérescence discale.
Nous allons faire ici un bilan rapide des différentes techniques d’IRM et de SRM utiliséesen routine clinique ou en recherche pour l’étude de la dégénérescence discale. Le butest d’introduire les choix qui ont été faits concernant la mise en place d’un protocole
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d’IRM pour l’étude in vivo de la dégénérescence discale chez le lapin. Ces choix serontdétaillés dans le troisième chapitre du manuscrit.
Les modifications de la structure du DIV sont visualisées en routine clinique sur desimages présentant des contrastes en T1 et en T2 [2, 38–42]. Ces deux contrastes donnentaccès à des informations morphologiques du DIV telles que la hauteur discale et les airesdu DIV et du NP.Les modifications de l’intensité du signal sur ces images permettent d’identifier lesdisques dégénératifs. Le contraste en T1 est utilisé pour identifier les anormalitésanatomiques du DIV, qui surviennent pour les stades sévères de dégénérescence discale[42]. La diminution de l’intensité du signal sur les images pondérées en T2 est toujoursobservée avec l’aggravation des signes de dégénérescence discale. Cette diminution dusignal pondéré en T2 est associée à la perte du contenu en eau du DIV [38, 40].Différentes échelles ont été publiées, principalement à partir des images pondéréesen T2, telles que l’échelle de Modic [43] ou celle de Pfirrmann [44]. Ces échellespermettent de déterminer des stades de dégénérescence du DIV par l’appréciation desmodifications de l’intensité du signal pondéré en T2. Elles distinguent les changementsprimaires dans le disque, tels que l’affinement des plateaux ou la déshydratation du NPjusqu’à transformation en une structure fibrocartilagineuse peu distincte de l’AF, deschangements secondaires qui en sont les conséquences comme la perte de hauteurdiscale.Mais ces échelles restent basées sur des observations qualitatives alors que l’IRM estun outil de diagnostic qui permet d’aller plus loin et de donner une caractérisationquantitative de l’état de dégénérescence du DIV.
La quantification des paramètres T1 et T2 du DIV donne accès à des informationsquantitatives utiles dans le cas du suivi longitudinal de la dégénérescence discale.Plusieurs travaux ont montrés que les temps de relaxation T1 et T2 sont différents dansle NP et l’AF, avec des valeurs plus élévées dans le NP [1, 41, 45].Une diminution des valeurs du paramètre T2 est également toujours observée avecl’évolution vers les stades sévères de dégénérescence discale [1, 45–48]. Cette diminutiondes valeurs du T2 est toujours associée à la perte du contenu en eau du DIV [36,46, 48] ainsi qu’aux modifications de sa structure et de la composition de sa matriceextra-cellulaire [1, 4, 49].Mais plusieurs études ont montré qu’il est difficile de mettre en évidence une corrélationdirecte entre les modifications du T1 et du T2 du DIV et les modifications des proportionsde PG et de collagène dans le DIV dégénératif [9–10].D’autres techniques d’IRM sont donc nécessaires pour avoir accès de façon quantitativeaux variations des taux de PG et de collagène dans le DIV, pour pouvoir caractériser defaçon précoce la dégénérescence discale.
Le disque intervertébral étant un tissu très hydraté, pour lequel les structures tissulairessont différentes d’une région du DIV à l’autre et se modifient au cours de sadégénérescence, l’IRM de diffusion permet de caractériser cette dégénérescence discale.
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Des différences significatives entre les coefficients de diffusion apparents du NP et del’AF ont été observées, avec un coefficent toujours plus fort retrouvé pour le NP [4, 9,50–51].La diminution du coefficient de diffusion de ces deux tissus est également toujoursobservée pour les DIV dégénératifs [4, 9, 50–52].Des corrélations ont pu être mises en évidence entre la diminution des coefficients dediffusion du DIV et la diminution de la proportion de PG, la diminution du contenu eneau et la dégradation du collagène au cours de la dégénérescence discale [9].Une étude in vitro réalisée à 7 T sur des échantillons d’AF, a montré que l’IRM du tenseurde diffusion permet d’identifier la structure et l’orientation des fibres de collagène dansce tissu [53] et pourraît permettre de suivre la désorganisation progressive des fibres del’AF dans les DIV dégénératifs.
Puisque le DIV sain est une structure totalement avascularisée, sa nutrition se fait pardiffusion des nutriments principalement depuis les vertébres, à travers les plateauxvertébraux [10]. L’altération de ce processus de nutrition du DIV est un des signes desa dégénérescence.L’IRM après l’injection de chélate de gadolinium est utilisée dans l’étude de ladégénérescence discale pour caractériser la nutrition du DIV et ainsi obtenir desinformations sur son état dégénératif ou non. À la fois les temps de passage du chélatede gadolinium dans le DIV et l’importance de la prise de contraste renseignent sur sanutrition.Pour le DIV sain, on observe une prise de contraste lente, de l’ordre de plusieurs heures[54–57] après l’administration de l’agent de contraste, pour atteindre un réhaussement designal de 25% à 35% selon le composé utilisé [1, 36, 54–55]. Dans le disque dégénératif,la diffusion du produit de contraste est ralentie et le réhaussement de signal maximalest diminué par rapport au DIV sain [36, 54–55, 58].
Comme nous l’avons vu précédement, le paramètre T1ρ est très sensible aux interactionsentre les protons de l’eau libre et ceux des GAG qui constituent les PG. Ce paramètrepermet donc d’obtenir des informations quantitatives sur la proportion de PG d’un tissu.La quantification du T1ρ a été utilisée pour caractériser la proportion de PG dans lecartilage [20, 22–23, 25–27]. Des corrélations ont pu être mises en évidence entre lesmodifications de la valeur du T1ρ et les modifications de la proportion de PG au coursde la dégradation du cartilage.Des études récentes ont montré, d’abord in vitro et à 1,5 T [28], puis in vivo et à 3 T [29–30],la dépendance des valeurs de T1ρ avec la sévérité des signes de dégénérescence du DIV.Les variations de la proportion de PG dans le DIV pour les stades de dégénérescenceprécoces ont pu être mises en évidence par les modifications des valeurs de T1ρ.Le paramètre T1ρ apparaît donc comme un marqueur des changements dégénératifsprécoces du DIV.
L’utilisation de l’IRM du transfert d’aimantation pour l’étude de la dégradation du cartilageest largement reportée [59–60]. Cette méthode utilise des impulsions RF hors résonanceet les échanges chimiques qui ont lieu entre les protons de l’eau libre et ceux des
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macromolécules pour obtenir des informations par IRM sur ces macromolécules [59,61].L’IRM du transfert d’aimantation permet donc d’aller sonder les macromolécules dela matrice extra-cellulaire du cartilage, tel que le collagène, pour d’obtenir ainsi desinformations quantitatives sur la proportion de collagène et sur sa dégradation au coursde la dégénérescence du cartilage [59–60, 62–63].Cette technique peut de la même façon être utilisée sur le DIV pour quantifier ladégradation du collagène de sa matrice extra-cellulaire au cours de la dégénérescencediscale [4, 64].
Dans le cartilage et le DIV, les ions sodium (Na+) sont associés aux GAG (chargésnégativement) qui constituent les PG [10, 65]. Les changements biochimiques quiinterviennent dans ces tissus au cours de leur dégénérecence modifient les proportionsde PG et affectent l’environnement des ions sodium et donc leur relative concentrationdans cet environnement [66]L’IRM du sodium 23Na a été utilisée avec succès dans des études sur le cartilage pourquantifier la perte du contenu en GAG comme un marqueur des PG. La diminution de laproportion de GAG dans le cartilage a pu être mise en évidence sur des modèles animauxde pathologies articulaires, pour des stades précoces de dégradation de ce cartilage [65,67].L’IRM du sodium a également été utilisée sur le DIV pour avoir accès auxmodifications des concentrations de GAG [65], mais cette méthode demande encore desdévelopemments pour pouvoir être utilisée in vivo sur le DIV [10, 66].
Les techniques de spectroscopie HR-MAS pour « high resolution magic angle spinning »en anglais, sont des techniques non destructives et largement utilisées pour caractériserla composition des tissus [1]. L’utilisation des haut champs magnétiques combinéeaux techniques de HR-MAS permet d’obtenir des spectres dont la résolution autorisel’identification des marqueurs chimiques pour la distinction des tissus sains etpathologiques [1, 37, 68].La spectroscopie HR-MAS a été utilisée dans des études de la dégénérescence discaleoù des échantillons de DIV à différents stades de dégénérescence ont été analysés.Des différences ont pu être mises en évidence entre les échantillons prélevés dans leNP et l’AF ainsi qu’entre les différents stades de dégénérescence. Des modificationssignificatives des concentrations de N-acetyl (marqueurs des GAG) et d’hydroxyproline(lié à la concentration de collagène) ont en particulier été identifiées [37, 68].
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Dans ce chapitre, nous allons présenter les développements méthodologiques etles optimisations réalisés pour la mise en place d’un protocole quantitatif dédié à l’IRM
in vivo du DIV de lapin à 9,4 T.La première partie de ce chapitre concerne la conception d’une sonde dédiée auprojet. La deuxième partie traite de l’optimisation des contrastes et mesures deparamètres quantitatifs nécessaires à la caractérisation de la dégénérescence discale.Le développement d’une séquence de verrouillage de spins (ou spin-locking) pourl’acquisition du paramètre T1ρ, paramètre essentiel pour la caractérisation précoce dela dégénérescence discale, est détaillé dans la troisième partie de ce chapitre.

3.1 Conception d’une sonde dédiée à l’IRM 1H du rachisde lapin à 9,4 T (Collaboration avec J. Mispelter, Institut Curie,
INSERM U759, Orsay)

Pour cette partie portant sur la conception d’une bobine RF, le lecteur pourra se reporterau Chapitre 1, Paragraphe 1.3 pour obtenir plus de détails théoriques.
3.1.1 Introduction
3.1.1.1 ContexteChez l’homme, les examens par IRM de la région dorsale effectués en routineclinique permettent d’identifier des désordres pathologiques au niveau du rachis ouplus précisément au niveau des disques intervertébraux ou de la moelle épinière. Cesexamens sont effectués grâce aux champs magnétiques généralement utilisés en milieuhospitalier (1,5 T ou 3 T), à l’aide de sondes RF de type corps entier [42] ou spécifiquesà la région dorsale [30, 47, 51].Chez le petit animal (rat, souris), ce type d’examen par IRM se fait à des champs plusélevés (4,7 T, 7 T ou 9,4 T) en utilisant des sondes avec une grande variété de bobines: desrésonateurs [69] et des bobines de surface [70–72] implantés, des bobines positionnéesau niveau de la région dorsale et de type « microstrip » [73], surface [74] ou demi-caged’oiseau [75], ainsi que des bobines volumiques de type cage d’oiseau [76].
La comparaison de ces études par IRM de la région dorsale, réalisées chez l’homme et lepetit animal, avec différents champs magnétiques et bobines, montre que les bobines detype cage d’oiseau, de type réseau phasé ou les bobines implantées offrent de nombreuxavantages pour ces examens.Les bobines cage d’oiseau donnent une très bonne homogénéité du champ ~B1 dans toutle volume d’excitation de la bobine. Les bobines de type réseau phasé sont intéressantespour la forte sensibilité et le large champ de vue qu’elles permettent d’obtenir. Les
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bobines implantées ont l’intérêt de donner des images de forte sensibilité, et donc d’avoiraccès à de forte résolution spatiale sur les images.Mais ces types de bobine n’ont pas pu être utilisés pour ce projet, compte tenu soitde leur implantation invasive et traumatique chez l’animal, soit de leurs dimensions tropimportantes pour être compatibles avec notre système de gradients et la taille de l’animal.En effet, l’ouverture de notre canon de gradients (12 cm) est déjà restreinte dans lecadre d’une étude longitudinale sur le lapin (atteignant rapidement un poids de 3 kget remplissant tout l’espace du canon de gradient) et l’ajout d’une bobine volumiqueréduirait encore cette ouverture. La solution d’une bobine en réseau phasé spécifiqueà la région lombaire n’était pas non plus envisageable pour ce projet puisque nous nedisposons pas d’un équipement multi-canaux.
Les études in vivo sur les DIV ou la colonne vertébrale de lapin sont en général réaliséesen utilisant des champs magnétiques de type hospitalier (≤ 3 T), avec des bobines RFnormalement dédiées à l’homme, comme des bobines de surface [77] ou des bobines desurface en quadrature [2, 56] placées au niveau du dos du lapin. D’après nos recherches,les sondes RF dédiées à l’IRM in vivo du lapin ou de la colonne vertébrale de lapin nesont pas disponibles dans le commerce.Il a donc été nécessaire de concevoir et réaliser une sonde dédiée au lapin et adaptéeà la morphologie des disques intervertébraux pour l’IRM 1H à haut champ magnétique(9,4 T).
3.1.1.2 ContraintesDans cette étude, les difficultés dans la réalisation d’une sonde dédiée à l’IRM in vivo durachis de lapin, viennent de la taille importante de l’animal par rapport à l’ouverture ducanon de gradients et de sa position dans l’imageur (en décubitus dorsal). Des difficultéssont également dues à l’importance de la zone d’intérêt nécessaire à l’étude (environ70 mm de long et une profondeur moyenne de 25 mm), demandant donc une bobine degrandes dimensions (au minimum 70 mm ×40 mm), et à la fréquence de fonctionnementélevée (400 MHz).
Travailler à haute fréquence complique la construction de grandes bobines RF [34,78], puisque leurs dimensions deviennent alors proches d’un dixième de la longueurd’onde utilisée (λ/10 = 75 cm à 400 MHz). Les pertes diélectriques et par rayonnementaugmentent alors, et il devient difficile de conserver une impédance et une résistancefaibles pour les bobines, conduisant à une perte de leur efficacité et de leur sensibilité.
La proximité des bobines avec le canon de gradients (seulement 2 cm d’écart enconditions d’utilisation) a entraîné un important problème de couplages inductifs, qu’ila été indispensable de compenser. De plus, la zone à imager (le rachis) est fortementdécalée du centre de l’aimant dans la direction ~y (environ 4 cm) et les images sont donctrès sensibles aux inhomogénéités de champ ~B0.
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3.1.1.3 StratégiesCes contraintes ont été prises en compte dans la réalisation des bobines au niveau de leurforme et de leurs dimensions, ainsi que pour le circuit d’adaptation. Il a été nécessaire depasser par la conception de trois bobines d’émission/réception différentes et spécifiquesde l’IRM in vivo des disques intervertébraux chez le lapin.
Ces bobines ont été comparées les unes aux autres afin de déterminer la configurationoptimale pour ce projet.La géométrie des bobines a été optimisée par des simulations de distribution de champ
~B1, qui ont ensuite été vérifiées expérimentalement.Les performances des configurations choisies ont été évaluées par l’acquisitiond’images, pour observer la zone d’exploration de chaque bobine, et par des mesurescaractéristiques telles que la puissance nécessaire pour créer une impulsion 90o (pourune durée constante), l’homogénéité du champ ~B1, le rapport signal-sur-bruit en imagerieet le facteur de qualité.
3.1.2 Matériel et méthodes
3.1.2.1 Spectromètre imageurL’ensemble des tests des différentes bobines a été réalisé sur un spectromètre imageurdédié au petit animal et équipé d’un aimant horizontal blindé dont le champ magnétiqueest de 9,4 T (94/21 USR Bruker Biospec), d’un canon de gradients BGA12 (200 mT/m- Diamètre interne de 12 cm), d’un amplificateur d’une puissance effective de 100 W (0dB), et du logiciel d’acquisition et de traitement des images « ParaVision 4.0 » (BrukerBiospin MRI, Wissembourg, France).
3.1.2.2 Conception des bobinesComme nous l’avons vu précédemment, l’espace disponible dans le canon de gradientsn’est pas compatible avec l’emploi d’une bobine volumique, telle qu’une bobine detype cage d’oiseau. Notre premier choix a donc été d’utiliser une bobine de surfacepositionnée sur le dos de l’animal, au niveau de la région lombaire. Étant donné qu’unebobine de surface enregistre un signal principalement pour un petit volume situé sous labobine et que les disques intervertébraux sont situés à seulement quelques centimètressous la peau de l’animal, il était concevable qu’une telle bobine soit appropriée pour ceprojet.
Cette première bobine, simple et classique, nous a aidé de cerner précisément la zoneà imager. Notre protocole d’investigation par IRM de la dégénérescence discale chez lelapin requiert une zone d’intérêt contenant au minimum trois DIV, soit environ 70 mmde long (Cf. Figure 3.1). L’intensité maximum du signal doit être située à la profondeurde la colonne vertébrale, soit entre 15 mm et 35 mm de profondeur sous la peau (Cf.Figure 3.1).
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Dans ces conditions, la géométrie (forme et dimensions) des bobines de surface a dûêtre optimisée pour répondre aux exigences de ce projet et pouvoir explorer la régiond’intérêt nécessaire.

Figure 3.1 Dimensions de la zone d’intérêt pour l’étude, représentées sur une coupe sagittaleacquise in vivo.
Plusieurs simulations de la distribution du champs ~B1 créée par ces bobines ont étégénérées avec « Field », un code informatique développé par J. Mispelter [34]. « Field »permet d’évaluer le champ local créé par une bobine RF à partir de sa géométrie et dela loi de Biot et Savard pour un courant total de 1 A circulant dans la boucle de courant(Cf. Annexe B). Les valeurs de champ ~B1 calculées prédisent le niveau de signal qui seraobtenu dans la zone d’intérêt pendant les acquisitions d’IRM. Ces simulations ont doncpermis de déterminer la meilleure configuration, donnant le champ ~B1 le plus étendu,le plus intense et le plus homogène dans la zone d’intérêt.
Trois bobines ont été successivement élaborées.La bobine 1 est une bobine de surface rectangulaire et plane, dont les dimensionscorrespondent aux dimensions de la zone d’intérêt pour ce projet.La bobine 2 est une bobine de surface rectangulaire, mais de forme courbée dont lesdimensions ont été augmentées par rapport à la bobine 1. La longueur a été augmentéede 10 mm pour allonger le champ de vue suivant l’axe ~z et couvrir l’ensemble dela zone d’intérêt. La boucle a été élargie et courbée afin d’augmenter la profondeurde pénétration du champ ~B1. La distribution du champ ~B1 créée par ce type debobine courbée est assymétrique, avec une amplitude maximum du champ localiséeà l’intérieur de la courbure, dans la région d’intérêt. Les interactions magnétiques avecl’environnement extérieur sont diminuées par rapport à une bobine de surface plane.Ce type de bobine courbée est donc approprié pour cette étude puisque la profondeurnécessaire de la zone d’intérêt est importante (plusieurs centimètres) et que l’espace estlimité dans le canon de gradients, impliquant que les bobines soient presque en contactavec celui-ci.
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La bobine 3 a été conçue avec les mêmes dimensions que la bobine 2, mais deux barreauxy ont été ajoutés. Le circuit électrique est ainsi semblable à celui d’une demi-bobine caged’oiseau à huit barreaux et en mode passe-haut. La position des deux barreaux centrauxa été décalée vers l’extérieur pour modifier la distribution du champ ~B1 créée par labobine et ainsi décaler en profondeur la zone d’excitation maximum par rapport à uneconfiguration classique.Les bobines demi-cage d’oiseau possèdent des propriétés intéressantes par rapport à laprofondeur d’exploration et la sensibilité en réception, puisqu’elles optimisent le facteurde remplissage comme une bobine de surface [34, 79]. Ce type de configuration a été trèsutile pour cette étude pour augmenter la profondeur d’exploration et la sensibilité parrapport aux performances de la bobine 2. Cette configuration demi-cage d’oiseau permetaussi d’améliorer l’homogénéité du champ ~B1 par rapport à une bobine de surface.
Le schéma de chacune des bobines est présenté sur la Figure 3.2. Les dimensions et laforme des bobines sont reportées dans le Tableau 3.1.
3.1.2.3 Construction et calibration des bobinesLes bobines sont constituées de bandes adhésives de cuivre (épaisseur 100 µm , largeur5 mm) collées sur une plaque de Duroïd R© (épaisseur 1,6 mm, dimensions 100 mm x65 mm) pour la bobine 1 et un support en Epoxy (épaisseur 2 mm, longueur 100 mm,diamètre 90 mm) pour les bobines 2 et 3.Étant donné les dimensions importantes de ces bobines par rapport à la longueur d’ondeà 400 MHz (λ/10 = 75 mm), la segmentation de leur circuit à été nécessaire pourpermettre de limiter les effets de propagation et les variations d’amplitude du courantle long du circuit. Les segments consécutifs des bobines ont été connectés entre eux viades condensateurs pour donner une longueur maximum de λ/24 (Cf. Tableaux 3.1 etFigure 3.2).La symétrie électrique des bobines a également été conservée pour éviter les pertesdiélectriques et par rayonnement.

Bobine Forme de la bobine Dimensions moyennes CaractéristiquesBobine 1 Bobine de surface 40 mm x 70 mm 8 segmentations - Longueurrectangulaire et plane maximale des segments w λ/24
Bobine 2 Bobine de surface 72 mm x 80 mm - Rayon 10 segmentations - Longueurrectangulaire et courbée de courbure = 53,5 mm maximale des segments w λ/24
Bobine 3 Bobine de type 72 mm x 80 mm - Rayon Mode passe-hautdemi-cage d’oiseau de courbure = 53,5 mm

Tableau 3.1 Détails des formes et dimensions des bobines réalisées.
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Figure 3.2 Schémas de la bobine 1 (A), de la bobine 2 (B) et de la bobine 3 (C) réalisées pource projet. Les dimensions sont en millimètres.
Pendant les acquisitions d’IRM, l’animal est positionné sur le dos, avec la partie lombaireen contact avec la bobine, impliquant que le support soit en contact avec le canon degradients. Dans ces conditions, il n’y a que 2 cm entre les bobines et le canon de gradients.Cette configuration entraîne la réduction de l’inductance apparente des bobines, due àla forte induction mutuelle entre celles-ci et le canon de gradients. Cela a pour effet demodifier leur fréquence de résonance à l’intérieur de l’aimant par rapport à celle ajustéeà l’extérieur de l’aimant sur l’analyseur de spectre.
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Pour compenser cet effet, les condensateurs ont d’abord été calibrés de manièrethéorique (simulations) pour donner une inductance apparente maximale touten préservant le facteur de qualité de la bobine. Ils ont ensuite été ajustésexpérimentalement après plusieurs essais, à l’extérieur de l’aimant, en plaçant les bobinesdans un tube métallique pour simuler les interactions avec le canon de gradients. De plus,le condensateur d’accord (CTuning) a été initialement ajusté à sa valeur la plus basse pourfaciliter l’accord de la bobine dans l’aimant.
Les détails sur les composants électroniques utilisés pour le circuit d’adaptation de chaquebobine, ainsi que leurs réglages, sont donnés dans le Tableau 3.2.

Bobine Condensateurs utilisés pour le circuit d’adaptation (pF)C0(1) Ce(1) CTuning(2) CMatching(2) CSegmentations(1)Bobine 1 0,7 2,0 1 à 10 + 5,6 1 à 25 + 22 12,9Bobine 2 0,5 0,5 1 à 10 + 5,6 1 à 40 + 15 5,6, 7,6 et 10,3Bobine 3 0,5 0,5 1 à 10 + 5,6 1 à 25 + 22 2,4 et 4,7
(1) Condensateurs ATC série B(2) Condensateurs ajustables Voltronics NMAJ10HVE

Tableau 3.2 Détails des caractéristiques électroniques des bobines réalisées.

3.1.2.4 Tests et comparaisons des bobinesL’efficacité et les performances de chaque bobine ont d’abord été testées sur un fantômehomogène (bouteille plastique d’1,5 l remplie de sérum physiologique) simulant la forceionique d’un lapin, puis in vivo.Nous avons comparé ces bobines par l’intermédiaire de plusieurs paramètres: lasensibilité, la puissance nécessaire pour obtenir une impulsion de 90o au centre de lazone d’intérêt, l’homogénéité du signal dans cette zone, et la longueur et la profondeurde pénétration du champ ~B1 créé par chaque bobine.Les mesures expérimentales suivantes ont été effectuées:
− mesure du facteur de qualité en charge
− mesure des puissances nécessaires pour créer une impulsion 90o
− visualisation de la zone d’exploration des bobines
− mesure du rapport signal-sur-bruit
− acquisition de cartes expérimentales de champ ~B1
− acquisition d’images in vivo

Facteurs de qualité en chargeLes facteurs de qualité en charge ont été mesurés dans l’aimant à partir du spectre ducoefficient de réflexion obtenu lorsque la bobine est accordée à 50 Ω (Cf. Annexe A) [34,80].



Chapitre 3: Développements méthodologiques et optimisations en IRM

74 3.1 Conception d’une sonde dédiée à l’IRM 1H du rachis de lapin à 9,4 T . . .

Puissances nécessaires pour créer une impulsion 90oLes puissances nécessaires pour créer une impulsion 90o, pour une durée d’impulsionconstante, sont définies comme celles donnant le maximum d’intensité du signal dans lazone excitée. Elles ont été déterminées grâce à un protocole d’impulsion unique pour unedurée d’impulsion minimale et un temps de répétition TR assez le long pour permettrela récupération du signal (durée d’impulsion=800 µs , TR=5000 ms) [81]. Les mesuresont été effectuées pour un voxel cubique de 4 mm de côté, positionné au centre de lazone d’intérêt de l’étude.Les mêmes mesures ont été réalisées pour différentes positions du voxel le long de l’axe
~z, pour évaluer l’homogénéité et la symétrie de l’excitation dans la zone d’intérêt seloncette direction.
Visualisation de la zone d’exploration des bobinesLes valeurs de puissance d’impulsion 90o déterminées dans un petit voxel, ont permisde limiter la gamme de valeurs testées pour optimiser les puissances d’impulsionsen imagerie. Des images ont donc été acquises sur le fantôme homogène à partirdes valeurs de puissance déterminées plus haut. Ces images ont permis d’observerla profondeur et la longueur de la zone d’excitation pouvant être obtenues. Cette zoned’exploration a ensuite été optimisée pour chaque bobine par l’ajustement des puissancesd’excitation pour obtenir la zone d’exploration optimale (la plus étendue à la profondeurde la colonne vertébrale).Ces images ont été acquises en coupes sagittales avec un protocole d’écho de spin rapidede type « RARE ». Le protocole d’imagerie utilisé est le même que celui sélectionnépour l’acquisition des différents contrastes dans le cadre de l’étude de la dégénérescencediscale chez le lapin (Cf. Paragraphe 3.2.2). Les paramètres suivants ont été utilisés:
Protocole:- RAREGéométrie:- Champ de vue: 10 cm x 9 cm- Matrice: 256 x 192- Résolution dans le plan: 391 µm x 469 µm- Epaisseur de coupe: 1 mmContraste:- Temps de répétition: 8000 ms- Temps d’écho: 11 ms- Temps d’écho effectif: 44 ms- Longueur du train d’échos: 8 échosDurée d’acquisition:- Nombre d’accumulations: 2- Temps d’acquisition: 6 min
Rapports signal-sur-bruitLes valeurs du rapport signal-sur-bruit (RSB) en imagerie ont été déterminées à partirdes images acquises sur le fantôme homogène. Ces valeurs ont été calculées à partir du
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signal moyen recueilli dans deux régions d’intérêt (ROI) identiques. L’une des ROI estpositionnée dans la région d’excitation de la bobine et l’autre dans la région du bruit del’image [82] (Cf. Figure 3.3 - Partie A).Le rapport signal-sur-bruit (RSB) en imagerie a été mesuré pour une ROI couvrantl’ensemble de la zone d’intérêt pour l’étude et pour cinq plus petites ROI positionnéesle long de l’axe ~z, pour déterminer l’homogénéité et la symétrie du signal selon cettedirection (Cf. Figure 3.3 - Partie B).

Figure 3.3 Positionnement des ROI pour le calcul du RSB dans l’ensemble de la zone d’intérêtpour l’étude (A) et le long de l’axe ~z (B). Les ROI pour le recueil de l’intensité du signal sont enviolet, et celles pour le recueil de la déviation standard du bruit sont en blanc. La position desROI est présentée sur une coupe sagittale obtenue sur le fantôme homogène avec la bobine 3(Cf. Figure 3.6 - Partie C). Pour la partie A, le fenêtrage de l’image a été exagérément accentuépour vérifier que le recueil de l’intensité du bruit se faisait bien en dehors de la zone d’excitationdes bobines.
Cartes expérimentales de champ ~B1Des cartes expérimentales de champ ~B1 ont été enregistrées, comme décrit par Crozier
et al. [83], grâce à une séquence d’imagerie de type « RARE ». La puissance entransmission pour l’impulsion d’excitation 90o (π/2) a été remplacée par une impulsion(π/2 + 2π). Le fait d’ajouter 360o à l’impulsion d’excitation permet d’amplifier l’erreurde calibration sur cette impulsion et ainsi de mettre en évidence les inhomogénéitésdu champ d’excitation ~B1. La puissance de ces impulsions a été calibrée en fonction despuissances d’impulsions pour l’imagerie optimisée plus haut et reportées dans le Tableau3.4 (Partie imagerie).
Acquisition d’images in vivoPour finir, des images in vivo de rachis de lapin ont été obtenues en coupes sagittalespour chacune des trois bobines. Les paramètres d’acquisition sont identiques à ceuxdétaillés ci-dessus pour l’acquisition des images sur le fantôme homogène. Les puissancesd’impulsion utilisées sont celles optimisées pour l’imagerie.
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3.1.3 Résultats
3.1.3.1 SimulationsLa Figure 3.4 présente les simulations de la distribution du champ ~B1 créée par chaquebobine et calculées avec « Field » avant la construction des bobines.

Figure 3.4 Simulations de la distribution du champ ~B1 créée dans le plan sagittal par la bobine1 (A), la bobine 2 (B) et la bobine 3 (C). Ces simulations ont été calculées avec « Field ». Larégion d’intérêt pour l’étude est représentée par le rectangle blanc.
Ces résultats mettent en évidence l’intérêt des modifications réalisées sur la configurationdes bobines 2 et 3 (augmentation des dimensions et passage à des bobines courbées).On observe un fort contraste entre la distribution du champ ~B1 symétrique de la bobine 1,et celle asymétrique produite par les bobines 2 et 3 en raison de leur géométrie courbée.Il y a une différence importante entre les performances de la bobine 1 et celles des deuxautres bobines au niveau de l’intensité du champ ~B1 dans l’ensemble de la zone d’intérêt.Sur l’ensemble de la zone d’intérêt, le champ moyen créé par la bobine 1 n’est que de0,7.10-4 T, alors qu’il est de 1,0.10-4 T et 1,25.10-4 T pour les bobines 2 et 3 respectivement.
La comparaison des simulations pour les bobines 2 et 3 montre que le passage à laconfiguration de type demi-cage d’oiseau permet d’augmenter de presque 20% le champmoyen créé dans l’ensemble de la zone d’intérêt.
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La configuration de type demi-cage d’oiseau (bobine 3) offre une nette amélioration auniveau de la sensibilité dans la zone d’intérêt comparée aux configurations plus simplesd’une bobine de surface plane (amélioration de 45% par rapport à la bobine 1) ou d’unebobine de surface courbée (amélioration de 20% par rapport à la bobine 2).
Ces résultats ont été confirmés par la suite par les images correspondantes acquises surle fantôme homogène avec chaque bobine (Cf. Figure 3.6).
3.1.3.2 Expérimentations
Facteurs de qualité en chargeLe Tableau 3.3 donne les valeurs de facteur de qualité mesurées pour chaque bobine,chargée avec le fantôme homogène.

Bobine 1 Bobine 2 Bobine 3Facteur de qualité 44 ± 2 49 ± 2 52 ± 2
Tableau 3.3 Facteur de qualité des bobines. Les mesures ont été effectuées dans l’aimantavec les bobines chargées avec le fantôme homogène (bouteille d’1,5 l remplie de sérumphysiologique).

Les bobines 2 et 3 présentent des valeurs comparables et plus fortes que pour la bobine 1.La bobine 3 offre le facteur de qualité le plus important, avec une augmentation de 18%par rapport à la bobine 1.Le facteur de qualité permet d’estimer la sensibilité d’une bobine. Ces résultats sont doncen accord avec les simulations réalisées (Cf. Figure 3.4) et les résultats suivants sur lesmesures de rapport signal-sur-bruit (Cf. Tableau 3.5)
Puissances nécessaires pour créer une impulsion 90oLe Tableau 3.4 présente les mesures de la puissance nécessaire pour créer une impulsion90o, effectuées au centre de la zone d’intérêt et le long de la direction ~z, pour les bobineschargées avec le fantôme homogène.Pour l’ensemble des mesures, la bobine 3 demande les plus fortes atténuations, et doncles plus faibles puissances, pour créer une impulsions 90o. Pour la bobine 3, cettepuissance nécessaire au centre de la zone d’intérêt est 2,7 et 2,2 fois plus faible quecelle nécessaire dans les mêmes conditions pour les bobines 1 et 2 respectivement.
Le Tableau 3.4 donne également les valeurs de puissance d’impulsion 90o en imagerie,calibrées pour obtenir la zone d’excitation la plus large et la plus profonde, mais aussi laplus homogène dans la zone d’intérêt. Ces puissances sont présentées pour des duréesd’impulsion équivalentes pour faciliter la comparaison d’une bobine à l’autre.La bobine 3 demande la puissance la plus faible pour produire cette zone d’explorationoptimale (atténuation de -10,1 ± 0,2 dB, équivalent à une puissance d’environ 10,5 Wsur notre spectromètre), en comparaison avec la bobine 1 (atténuation de -4,0 ± 0,2,équivalent à une puissance d’environ 42 W sur notre spectromètre) et la bobine 2



Chapitre 3: Développements méthodologiques et optimisations en IRM

78 3.1 Conception d’une sonde dédiée à l’IRM 1H du rachis de lapin à 9,4 T . . .

(atténuation de -8,7 ± 0,2 dB, équivalent à une puissance d’environ 13 W sur notrespectromètre).Les puissances reportées pour les bobines 2 et 3 sont très proches, mais en comparantles images correspondantes acquises avec ces puissances sur le fantôme (Cf. Figure 3.6)et in vivo, on observe que la zone d’exploration de la bobine 2 est plus restreinte quecelle de la bobine 3.Le champ ~B1 crée par la bobine 3 au centre de la zone d’intérêt est donc plus importantque celui créé par les deux autres bobines, montrant que la bobine 3 est plus efficace,ce qui est en accord avec les simulations de la distribution de champ ~B1 (Cf. Figure 3.4).
Position (~z) Bobine 1 Bobine 2 Bobine 3- 3,0 cm -1,4 ± 0,4 -1,5 ± 0,4 -6,8 ± 0,3Atténuation (dB) nécessaire pour - 1,5 cm -2,0 ± 0,3 -3,8 ± 0,2 -7,7 ± 0,3créer l’impulsion 90o(1), mesurée 0,0 cm -4,0 ± 0,2 -4,6 ± 0,2 -8,3 ± 0,2dans un voxel d’un volume de (4 mm)3 +1,5 cm -3,6 ± 0,2 -4,2 ± 0,3 -7,9 ± 0,2+ 3,0 cm -2,0 ± 0,4 -2,3 ± 0,2 -6,8 ± 0,3Atténuation (dB) nécessaire pour - -4,0 ± 0,3 -8,7 ± 0,2 -10,1 ± 0,2créer l’impusion 90o(2) en imagerieLa puissance de référence de 0 dB correspond à 100 W.(1) Durée de l’impulsion: 800 µs .(2) Durée de l’impulsion: 4000 µs .

Tableau 3.4 Mesures de la puissance nécessaire pour créer une impulsion 90o avec chaquebobine. Les puissances sont exprimées en atténuation (dB) par rapport à la puissance deréférence. Les mesures ont été effectuées au centre de la zone d’intérêt et le long de l’axe
~z pour un petit voxel de (4 mm)3, puis en imagerie. Les valeurs sont données en dB. Unediminution de 6 dB en atténuation (ex: passage de -10,0 dB à -4,0 dB) correspond à un facteur4 en puissance.

Figure 3.5 Représentation graphique des valeurs d’atténuation mesurées le long de l’axe ~zpour chaque bobine (Cf. Tableau 3.4).
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La comparaison des valeurs de puissance d’impulsion 90o mesurées le long de l’axe
~z (Cf. Tableau 3.4), renseigne sur la symétrie et l’homogénéité du signal selon cettedirection, qui est pour cette étude l’homogénéité du signal d’un disque à l’autre, et estdonc essentielle.La comparaison de ces valeurs d’une bobine à l’autre (Cf. Figure 3.5) montre que labobine 3 offre la meilleure symétrie pour les atténuations mesurées. La bobine 3 donneégalement un signal beaucoup plus homogène le long de l’axe ~z , avec une variance de0,7 contre une variance de 1,1 pour la bobine 1 et 1,3 pour la bobine 2.La configuration de type demi-cage d’oiseau apporte une amélioration de l’homogénéitéet de la symétrie du signal (selon ~z) dans la zone d’intérêt.
Visualisation de la zone d’exploration des bobinesLa Figure 3.6 présente les images sagittales obtenues sur le fantôme homogène avecles trois bobines. Pour ces acquisitions, nous avons utilisé les valeurs de puissanced’impulsion 90o permettant d’obtenir pour chaque bobine la zone d’exploration la plusprofonde et la plus étendue (Cf. Tableau 3.4 - Partie Imagerie).

Figure 3.6 Coupes sagittales (FOV = 10 cm × 9 cm, résolution dans le plan = 391 µm × 469 µm)acquises sur le fantôme homogène, avec la bobine 1 (A), la bobine 2 (B) et la bobine 3 (C). Cesimages ont été obtenues avec les valeurs de puissance d’impulsion 90o données dans le Tableau3.4 (Partie Imagerie). La zone d’intérêt pour l’étude est représentée par le rectangle blanc.
Ces résultats montrent que beaucoup de modifications sont à apporter sur laconfiguration de la bobine 1 pour pouvoir l’utiliser pour ce projet. La profondeurd’exploration de cette bobine est insuffisante (Cf. Figure 3.6 - Partie A). Elle ne permetd’atteindre au maximum que 25 mm de profondeur et ne peut couvrir à cette profondeurqu’environ la moitié des 70 mm de longueur de la zone d’intérêt.La bobine 2 (Cf. Figure 3.6 - Partie B) permet de couvrir la profondeur d’explorationnécessaire (environ 35 mm) avec un signal homogène. Pourtant, la longueur de la zoned’excitation à la profondeur du rachis (de l’ordre de 50 mm) n’est pas assez importantepour couvrir les 70 mm de long de la zone d’intérêt nécessaire pour ce projet.En comparaison avec les deux autres bobines, la bobine 3 offre la meilleure profondeurd’exploration (environ 47 mm) et la zone d’excitation la plus longue (environ 70 mm).
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La bobine 3 permet d’obtenir une amélioration significative de l’homogénéité et de lasensibilité du signal dans l’ensemble de la zone d’intérêt (Cf. Figure 3.6 - Partie C).
Rapports signal-sur bruitLe Tableau 3.5 présente les valeurs de rapport signal-sur-bruit (RSB) calculées à partir desimages obtenues sur le fantôme homogène (Cf. Figure 3.6). Pour l’ensemble de la zoned’intérêt, les bobines 1 et 2 sont moins efficaces (RSB = 47 et RSB = 50 respectivement)que la bobine 3 (RSB = 86). La configuration de type demi-cage d’oiseau développée surla bobine 3 offre une amélioration importante au niveau de la sensibilité, de l’ordre de83% et 70% par rapport aux bobines 1 et 2 respectivement.

Position (~z) Bobine 1 Bobine 2 Bobine 3RSB mesurédans l’ensemble de - 47 ± 2 50 ± 2 86 ± 2la zone d’intérêt - 3,0 cm 18 ± 3 53 ± 2 90 ± 2RSB mesuré - 1,5 cm 44 ± 3 69 ± 2 98 ± 2le long de la 0,0 cm 50 ± 2 77 ± 2 99 ± 4direction ~z +1,5 cm 34 ± 2 62 ± 2 95 ± 2+ 3,0 cm 10 ± 4 60 ± 2 89 ± 2
Tableau 3.5 Mesures de rapport signal-sur-bruit (RSB) effectuées avec chaque bobine surl’ensemble de la zone d’intérêt pour l’étude et le long de l’axe ~z.

Figure 3.7 Représentation graphique des valeurs de RSB mesurées le long de l’axe ~z pourchaque bobine (Cf. Tableau 3.5).
La comparaison des valeurs de rapport signal-sur-bruit mesurées le long de l’axe ~z(Cf. Tableau 3.5) renseigne sur l’homogeneité du signal selon cette direction. Pour ceparamètre, la bobine 3 offre un signal beaucoup plus homogène dans cette direction,
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avec une variance de 4,5, contre une variance de 16,9 et 9,2 pour les bobines 1 et2 respectivement. La comparaison de ces valeurs montre également que la bobine 3produit un signal plus symétrique le long de l’axe ~z par rapport au centre de la zoned’intérêt (Cf. Figure 3.7).
Ces données montrent que la configuration de type demi-cage d’oiseau apporte une forteamélioration de l’homogénéité et de la symétrie du signal dans la zone d’intérêt selon ~z.Ces résultats sont en accord avec les mesures de puissance d’impulsion 90o réalisées lelong de l’axe ~z (Cf. Tableau 3.4)
Cartes expérimentales de champ ~B1La Figure 3.8 illustre les cartes experimentales de champ ~B1 acquises pour chaque bobinesur le fantôme homogène. Ces images renseignent sur l’homogénéité (faible alternancede zones de forte et faible intensité) et l’intensité (zone la plus intense possible) du signaldans la zone d’intérêt pour l’étude.

Figure 3.8 Cartes expérimentales de champ ~B1 acquises sur le fantôme homogène avec labobine 1 (A), la bobine 2 (B) et la bobine 3 (C). Le rectangle blanc représente la zone d’intérêtde l’étude.
La comparaison de ces cartes expérimentales de champ ~B1 montre que les performancesde la bobine 1 (Cf. Figure 3.8 - Partie A) sont insuffisantes pour ce projet et sont mêmemédiocres par rapport à celles des bobines 2 et 3 (Cf. Figure 3.8 - Parties B et Crespectivement).Les bobines 2 et 3 présentent toutes deux des répartitions non homogènes du signal. Lacomparaison des résultats de ces deux bobines montre qu’en moyenne le signal est plusintense dans la zone d’exploration pour la bobine 3 (augmentation d’environ 25%) quepour la bobine 2. La bobine 3 offre donc le meilleur compromis au niveau de l’intensitéet l’homogénéité du signal dans la zone d’intérêt.La configuration de cette bobine pourrait être encore optimisée pour réduire la régionsombre (correspondant à une zone de signal faible) dans la zone d’intérêt. Une solutionconsisterait à augmenter le nombre de barreaux pour améliorer l’homogénéité de cettebobine.
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Acquisition d’images in vivoLa Figure 3.9 présente les images du rachis de lapin obtenues in vivo avec chaquebobine. Ces images montrent que les bobines 1 et 2 (Cf. Figure 3.9 - Parties A et Brespectivement) détectent difficilement les disques intervertéraux. Seule la bobine 3 (Cf.Figure 3.9 - Partie C) offre une profondeur d’exploration suffisante et une sensibilitéappropriée pour observer au moins trois DIV et révéler la structure du rachis. Cesobservations sur les images in vivo de rachis de lapin sont en accord avec celles faitessur les images du fantôme homogène correspondantes (Cf. Figure 3.6).

Figure 3.9 Images sagittales de rachis de lapin acquises in vivo avec la bobine 1 (A), la bobine2 (B) et la bobine 3 (C).
3.1.3.3 BilanLes résultats présentés dans cette partie montrent l’intérêt des améliorations apportéesau niveau de la configuration de la bobine 3 par rapport aux deux configurationsprécédentes.Ces différents résultats montrent que l’utilisation d’une bobine de surface plane classiquede dimensions moyennes (40 mm × 70 mm) n’était pas envisageable pour ce projet.Les exigences sur les dimensions et la profondeur de la zone d’intérêt ont nécessitéle développement de bobines plus élaborées avec des dimensions plus importantes(70 mm × 80 mm). La configuration de type demi-cage d’oiseau (bobine 3) apporte uneamélioration de 70% du RSB sur l’ensemble de la zone d’intérêt, une augmentation de34% dans la profondeur d’exploration et de 40% pour la largeur de la zone d’exploration,en comparaison avec la bobine de surface courbée (bobine 2). La bobine 3 offre lesmeilleures performances avec les puissances d’impulsion les plus faibles (-75% et -20%par rapport aux bobines 1 et 2 respectivement).
3.1.4 Discussion
Il peut être noté que nos bobines présentent un facteur de qualité relativement faible(Cf. Tableau 3.3). Ceci peut être expliqué par leurs grandes dimensions (taille totale desboucles de courant > λ/3) ainsi que la force ionique importante du lapin et du fantômehomogène et les couplages inductifs avec le canon de gradients. Néanmoins, ces valeurs
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de facteur de qualité restent comparables à celles reportées dans d’autres études dansles mêmes conditions [82, 84–86].
Les différents résultats présentés dans cette partie montrent que la bobine 3 offre lemeilleur compromis et des performances acceptables pour ce projet. Néanmois, cettebobine pourrait surement être optimisée par une étude du nombre optimal de barreauxpour une bobine demi-cage d’oiseau, dans le but d’améliorer encore la sensibilité etl’homogénéité du champ ~B1 dans la zone d’excitation de la bobine.
Une autre possiblité pour améliorer cette bobine serait d’en réaliser une version enquadrature (gain théorique en sensibilité d’un facteur √2), toujours en configurationd’émission/réception. Les premières simulations ont montré que deux bobines courbées,découplées à la fois géométriquement et capacitivement, peuvent générer un champmagnétique polarisé circulairement le long de la colonne vertébrale de l’animal, commeespéré. Seulement, la présence de régions de flux important en dehors de la zoned’intérêt pour l’étude, mais très proches du dos du lapin, pourrait conduire à despertes inutiles, annulant alors toute amélioration apportée par la configuration enquadrature. De plus, l’isolation entre les deux ports de quadrature pour une utilisationà haute fréquence (400 MHz) risque d’être difficile. Une nouvelle configuration de typequadrature pour cette bobine reste donc envisageable, mais ferait alors l’objet d’un toutautre projet.À la place d’une bobine de type demi-cage d’oiseau, une configuration en réseau phasé,utilisant les développements récents en imagerie parallèle, pourrait être utilisée commec’est par exemple le cas pour les examens par IRM du dos en routine clinique [87–89].Ce type de configuration pourrait permettre d’augmenter le rapport signal-sur-bruit, etdonc la résolution spatiale des images. Mais comme nous l’avons vu précédemment cettesolution ne peut être développée pour l’instant au laboratoire puisque nous ne disposonspas d’un équipement multi-canaux.
La Figure 3.10 donne un exemple de la qualité des images pouvant être obtenues in
vivo avec la bobine 3. Ces images sont de très bonne qualité, en particulier au niveaude la sensibilité (détection des différentes structures du DIV) et de la résolution spatiale(coupe axiale: (140 µm )2 dans le plan - coupe sagittale: (234 µm )2 dans le plan). Cesimages in vivo sont plus sensibles et plus résolues que celles présentées dans des étudesprécédentes sur les DIV ou le rachis de lapin [2, 38, 56, 77]. Celles-ci ont été réaliséessur des imageurs cliniques (≤ 4 T) avec une bobine de surface [2, 38, 77] ou une bobinede surface en quadrature [56] positionnée sur le dos de l’animal, au niveau de la régionlombaire. Ibrahim et al. [56] ont présenté des images intéressantes de DIV de lapin(Cf. Figure 3.11) obtenues in vivo avec une sensibilité appropriée. La sensibilité de cesimages, acquises à bas champ, reste néanmoins plus faible que celle de nos images, etl’épaisseur de coupe est trois fois plus importante que celle utilisée pour notre étude.Bien qu’il n’y ait pas de détails sur la matrice utilisée et la résolution dans le plan desimages sagittales obtenues lors de cette étude, la comparaison des Figures 3.10 et 3.11montrent que la résolution spatiale de nos images est supérieure.
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Figure 3.10 Exemple de la qualité des images in vivo obtenues avec la bobine 3 sur un lapinprésentant des disques sains et dégénératifs. Ces images ont été acquises en coupes sagittale(A) et axiale (B) avec un protocole de type RARE (TR/TE/TEeffectif = 8000/11/22 ms) et lesparamètres géométriques suivants:A: FOV = (6 cm)2, résolution dans le plan = (234 µm)2, épaisseur de coupe = 1 mm.B: FOV = (3,7 cm)2, résolution dans le plan = (140 µm)2, épaisseur de coupe = 1 mm.

Figure 3.11 Coupe sagittale de rachis de lapin obtenue in vivo à 1,5 T par Ibrahim et al.[56] avec une séquence d’écho de spin. Les paramètres d’acquisition utilisés sont les suivants:FOV = (6 cm)2, épaisseur de coupe = 3 mm, TR/TE=500/25 ms, 2 accumulations.

3.1.5 Conclusion
La conception d’une bobine RF dédiée à l’IRM à très haut champ magnétique d’organeshétérogènes et de taille importante, tel que le rachis de lapin, est un challenge. Danscette partie, il a été montré que la nouvelle bobine réalisée au laboratoire, consistanten une bobine de type demi-cage d’oiseau, est appropriée pour résoudre les difficultésrencontrées dans l’acquisition à 9,4 T d’images in vivo du rachis de lapin. Plusieursproblèmes ont été considérés, comme la taille de l’animal et de la bobine, sa positiondans le canon de gradients. Les performances de cette bobine ont été optimisées pardes simulations de la distribution du champ ~B1 puis testées expérimentalement au niveau
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de la profondeur d’exploration, de l’intensité et de l’homogénéité du signal dans la zoned’intérêt, du RSB en imagerie, de la restriction de la puissance des impulsions et dufacteur de qualité en condition d’utilisation.
Les premières images de DIV obtenues avec notre bobine dédiée à l’IRM in vivo durachis de lapin à 9,4 T sont de très bonne qualité. Ces images présentent une résolutionspatiale et une sensibilité suffisantes pour permettre l’observation des DIV en utilisantdifférents contrastes.La comparaison de nos résultats avec des études précédentes d’IRM in vivo du rachisde lapin a révélé l’intérêt du développement de l’IRM in vivo du DIV de lapin à très hautchamp magnétique avec une bobine dédiée. La solution que nous proposons permetd’obtenir des images d’une meilleure résolution spatiale et d’une meilleure sensibilité,permettant une caractérisation plus précise de la structure du disque intervertébral etainsi l’investigation de l’état pathologique de celui-ci.
La bobine demi-cage d’oiseau a ensuite été fixée sur un support en Plexiglax R© de formedemi-cylindrique comprenant un système de fixation de l’animal. Cet ensemble constituela sonde dédiée à l’IRM du rachis de lapin à 9,4 T (Cf. Figure 4.1) qui sera utilisée pourle suivi longitudinal in vivo de la dégénérérescence discale chez le lapin (Cf. Chapitre4) et pour les tests in vivo des implants discaux développés par la société Abbott SpineS.A. (Cf. Chapitre 5).

3.2 Développement d’un protocole d’IRM pour l’étude dela dégénérescence discale
3.2.1 Choix des différents contrastes et paramètres quantitatifsutilisés
Plusieurs techniques d’IRM sont utilisées pour caractériser la dégénérescence discale,que ce soit in vivo ou ex vivo et pour des études réalisées chez l’homme ou l’animal (Cf.Chapitre 2, Paragraphe 2.4).Une des étapes de ce projet a été de sélectionner certains de ces paramètres quantitatifset contrastes pour notre étude par IRM de la dégénérescence discale. Plusieurs destechniques présentées ont été éliminées pour des raisons de temps d’acquisition, desensibilité ou des problèmes matériels ou de développement.
3.2.1.1 Contrastes et paramètres quantitatifs non sélectionnés
Quantification du T1:La quantification du T1 n’a pas été retenue pour cette étude. D’après les différents travauxreportés dans la littérature, ce paramètre est représentatif des altérations sévères et à
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long terme de la dégénérescence discale [42] et n’est donc pas adapté à notre étude pourlaquelle nous cherchons à mettre en évidence les stades précoces de dégénérescence.De plus, la variabilité du T1 est connue pour être restreinte à haut champ magnétique[90–92] et il peut donc être difficile d’observer des variations significatives de ceparamètre pour la caractérisation de la dégénérescence discale.
IRM du tenseur de diffusion (DTI):L’IRM du tenseur de diffusion n’a pas été retenue pour ce projet pour des problèmesde temps d’acquisition. D’après les tests effectués sur les paramètres d’acquisition,la pondération en diffusion selon au minimum les six directions nécessaires à lareconstruction du tenseur de diffusion et pour une seule accumulation, demande untemps d’acquisition de 80 min1. Ce temps d’acquisition n’est tout simplement pascompatible avec notre protocole d’IRM in vivo.
Injection d’agents de contraste:La mesure du réhaussement de signal après l’injection de chélates de gadolinium,donnant accès à des informations sur la nutrition du DIV [1, 36, 54–55], n’a pas étéchoisie pour cette étude. Le DIV n’étant pas un tissu vascularisé, le temps de passage duchélate de gadolinium est très long (de l’ordre de deux à trois heures pour un DIV sain)[54–57]. L’obtention de la courbe complète de réhaussement du signal demande doncl’acquisition répétée d’images pondérées en T1 pendant au minimum deux heures.Ce type d’acquisition n’est pas adapté à notre choix d’un protocole d’IRMmulti-paramétrique permettant de caractériser plusieurs mécanismes de ladégénérescence discale.
IRM du sodium 23Na:Plusieurs études ont montré que l’IRM du sodium 23Na peut apporter des informationssur la dégradation des PG pour caractériser la dégénérescence du cartilage [65, 67] etdu DIV [10, 66]. Cette technique pourrait être appliquée à l’étude de la dégénérescencediscale pour avoir accès à la modification de la proportion de PG dans le DIV.Cependant, l’IRM du sodium n’a pas été sélectionnée dans un premier temps pour ceprojet à cause des problèmes de sensibilité de cette technique.
Transfert d’aimantation:L’IRM du transfert d’aimantation permet de suivre les modifications de proportion decollagène dans des études sur la dégénérescence du cartilage [59–60, 62–63]. Cettetechnique a donc semblé intéressante pour cette étude pour suivre les modificationsdes taux de collagène au sein du DIV [4, 64].Plusieurs optimisations ont été réalisées pendant cette thèse pour mettre en place cettetechnique au laboratoire. Ce travail a finalement montré qu’il n’était pas envisageabled’utiliser cette technique in vivo avec la bobine dédiée à l’IRM du rachis de lapin. Lapuissance d’impulsion nécessaire pour obtenir un transfert d’aimantation suffisant esttrop importante et l’énergie correspondante déposée dans les tissus vivants n’est pas
Pour une résolution dans le plan de (468µm )2 équivalente à celle utilisée pour la quantification du1

CDA in vivo dans cette étude.
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concevable pour des études in vivo. Cette technique n’a donc pas été choisie pour ceprojet.
Spin-locking et quantification du paramètre T1ρ:Les techniques de spin-locking et la mesure du paramètre T1ρ paraissent essentiellespour avoir accès à la caractérisation précoce de la dégénérescence discale [28–30].Ces techniques ont été développées au laboratoire dans le cadre de cette thèse. Cetravail de développement et les résultats obtenus seront présentés dans le Paragraphe 3.3de ce chapitre. Ces résultats méthodologiques montrent qu’il n’est actuellement pasenvisageable d’utiliser cette technique in vivo avec la bobine dédiée à l’IRM du rachis delapin. L’IRM du T1ρ n’a donc pas été retenue dans un premier temps pour l’optimisationd’un protocole d’IRM pour notre étude in vivo .
3.2.1.2 Contrastes et paramètres quantitatifs sélectionnés
Contrastes en ρ, T1 et T2:Il a été choisi de faire l’acquisition des contrastes en ρ, T1 et T2, ces trois contrastes étantutiles et complémentaires pour identifier et délimiter correctement les différents tissusdu DIV [38, 41–42].A partir de ces trois contrastes, il est possible de mesurer les paramètres morphologiquesdu DIV tels que les aires du NP, des PV et de l’ensemble du DIV, ainsi que la hauteurdiscale [38, 41].
Pour les images pondérées en densité de protons, les modifications de l’intensité dusignal apportent des informations quantitatives sur la modification de la proportion eneau dans les différents tissus du DIV au cours de la dégénérescence [10].
Les modifications de l’intensité du signal au niveau des PV sur les images pondérées enT1 permettent d’identifier l’apparition de calcifications anormales dans ces tissus [93].
Quantification du CDA:La quantification du CDA selon trois directions et le calcul d’un CDA moyen ont étéutilisés pour cette étude. La valeur du CDA dépend de la mobilité des molécules d’eaudans les tissus et donc de leur structure. Les modifications de ce paramètre quantitatifdevraient refléter la modification des structures tissulaires de l’AF et du NP au cours dela dégénérescence du DIV [9–10].
Quantification du T2:La quantification du T2 a été sélectionnée pour cette étude. Ce paramètre a déjà montrédans plusieurs publications [4, 45, 47–49, 94] sa capacité à caractériser la diminution dela proportion en eau dans le NP et l’AF et à identifier les modifications de la structuredu DIV.
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3.2.1.3 RésuméLes différentes techniques d’IRM sélectionnées pour ce projet devraient permettred’obtenir des informations quantitatives sur:
− La modification des aires du disque, du NP et des PV
− La diminution de la hauteur discale
− La diminution de la proportion d’eau dans les tissus du DIV (NP, AF et PV)
− La calcification des PV
− La modification de la structure des tissus du DIV
− L’augmentation de la fibrosité du DIV
− La perte de différenciation tissulaire entre le NP et l’AF
3.2.2 Acquisition des images pondérées en ρ, T1 et T2Dans le cadre de l’étude longitudinale in vivo de la dégénérescence discale chez le lapin,nous avons choisi de faire l’acquisition de contrastes en ρ, T1 et T2.L’acquisition d’une image par IRM doit permettre d’obtenir un maximum d’informationssur l’objet étudié. Cet objectif a conduit à optimiser les conditions d’acquisition du signal.La sensibilité et la résolution sont des paramètres importants, mais une grande partiede l’information recueillie dépend directement du contraste de l’image obtenue. C’estpourquoi nous avons mené une étude permettant d’optimiser le contraste des images.Les paramètres d’acquisition ont été optimisés in vivo avec la sonde dédiée à l’IRM durachis de lapin à 9,4 T et réalisée au laboratoire.
Une fois le type de séquence choisi pour les acquisitions, pour chaque contraste désiré, lemeilleur compromis entre résolution spatiale de l’image, sensibilité, contraste et tempstotal d’acquisition a été recherché.Les différents paramètres d’acquisition contrôlant la géométrie et le contraste des imagesont été optimisés en réalité en parallèle, mais pour plus de clarté, ces choix serontprésentés séparément.
On notera ici que pour l’acquisition des trois contrastes, ainsi que pour la quantification duT2 et du CDA (Cf. Paragraphe 3.2.3), la synchronisation des acquisitions sur le rythmerespiratoire de l’animal, pour éviter d’éventuels artéfacts de mouvement, n’a pas éténécessaire.
3.2.2.1 Choix de la séquence d’imageriePour l’acquisition des différents contrastes, une séquence d’écho de spin rapide de type« RARE » pour « rapid acquisition with relaxation enhancement » en anglais [95] a étéutilisée. Ce type de séquence est intéressant pour son temps d’acquisition réduit parrapport à une séquence d’écho de spin classique. D’autre part, plusieurs tests sur lesparamètres d’acquisition ont montré expérimentalement que le niveau de contrastepouvant être obtenu in vivo pour les différents tissus du DIV, est meilleur avec uneséquence de type echo de spin qu’avec une séquence de type d’écho de gradient.
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Les séquences de type RARE utilisent un train d’échos créé par la succession de plusieursimpulsions de refocalisation (180o), après l’impulsion d’excitation (90o).Ce type de séquence permet d’utiliser le train d’échos pour réduire le temps d’acquisitionpar rapport à une séquence d’écho de spin classique. Au lieu de coder une seule lignede la matrice par TR (1 écho = 1 ligne codée par TR), plusieurs lignes de la matrice sontcodées pendant le même TR réduisant d’autant le temps d’acquisition.
La calibration des impulsions de la séquence RARE, pour des acquisitions avec la bobinedédiée au projet, a été réalisée à partir des valeurs d’atténuation reportées dans leTableau 3.4.
3.2.2.2 Choix des paramètres géométriquesPour ce projet, les différents contrastes ont été acquis avec la même géométrie, pourpouvoir comparer les images ou reporter plus facilement une ROI d’une image à l’autre.
Pour ce protocole, il s’agit de suivre l’évolution de la dégénérescence de trois DIV defaçon simultanée (Cf. Chapitre 4). Nous avons choisi de travailler en coupe sagittale pourpouvoir observer les trois DIV sur la même image.Le choix du champ de vue (FOV) des images est déterminé par la zone d’intérêt del’étude (Cf. Figure 3.1). Les dimensions du FOV doivent être suffisantes pour contenir lestrois DIV, mais néanmoins limitées pour obtenir une résolution dans le plan importantesans avoir recourt à une taille de matrice trop grande. Il a été choisi d’utiliser un FOV de(6 cm)2. Une matrice (256)2 associée à ce FOV permet d’obtenir une résolution dans leplan de (234 µm )2. Cette résolution dans le plan est très bonne compte tenu de la taillede l’animal et des études in vivo sur le rachis de lapin reportées dans la littérature [2,38, 56, 77].Pour pouvoir explorer l’ensemble du DIV, il a été choisi de travailler en modemulti-coupes. L’acquisition de 15 coupes jointives de 1 mm d’épaisseur permet d’explorertoute la largeur du DIV. L’épaisseur de coupe de 1 mm offre une très bonne résolutionspatiale et est nettement inférieure à ce qui est observé dans la littérature [2, 38, 56, 77]pour des études comparables.
3.2.2.3 Choix des paramètres d’acquisition pour l’optimisation des contrastes
Contraste en densité de protons (ρ):On estime généralement en IRM que pour récupérer pleinement le signal après uneexcitation, il faut accorder au système un délai, correspondant au TR dans la séquence,environ égal à cinq fois la durée du T1. Avec un T1 du DIV (sain) de lapin évaluéexpérimentalement à 1500 ms, le TR doit être au minimum de 7500 ms. Ce TR a étéoptimisé à 8000 ms pour permettre une récupération suffisante du signal sans augmenterinutilement le temps d’acquisition.Le TE minimal pouvant être obtenu sur notre système avec une séquence RARE etun train d’échos de 8 échos est de 22,5 ms. Ce TE minimal est encore trop long pourpermettre d’obtenir un contraste en ρ (différenciation correcte du NP et de l’AF) [96]. Il
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a donc été choisi de diminuer la longueur du train d’échos à 4 échos pour obtenir unTE minimal de 11 ms.
Le nombre d’accumulations optimal, permettant d’obtenir une sensibilité suffisantepour ces images sans augmenter inutilement le temps d’acquisition, a été estiméexpérimentalement à 3.Compte tenu de ces choix de paramètres, le temps total d’acquisition pour le contrasteen densité de protons est de 25 min.
Contraste en T1:Le TE minimal optimisé pour l’acquisition du contraste en ρ (11 ms) a été conservé pourl’acquisition du contraste en T1. Le train d’échos a donc également été limité à 4 échospour l’acquisition de ce contraste.Pour le choix de la durée du TR (qui doit être optimisée la plus courte possible), plusieursacquisitions ont été réalisées à géométrie, TE et nombre d’accumulations constants. Lesdurées testées pour le TR étaient comprises entre 500 ms et 5000 ms. Le meilleurcompromis, donnant la meilleure image anatomique [42], a été obtenu pour un TR de1000 ms.
Le nombre d’accumulations a été optimisé à 8. Compte tenu de ces choix de paramètres,le temps total d’acquisition pour le contraste en T1 est de 8 min.
Contraste en T2:Le TR optimisé pour l’acquisition du contraste ρ (8000 ms) a été conservé pourl’acquisition du contraste en T2.La durée du TE a été augmentée progressivement par rapport à sa durée pourl’acquisition des contrastes en ρ et en T1. La durée optimale du TE, permettant d’obtenirun contraste en T2 (observation sur l’image du signal du NP uniquement) [38] sansdiminuer la sensibilité de l’image, a été choisie à 22,5 ms, donnant un TE effectif1 de90 ms. L’augmentation du TE a permis d’augmenter la longueur du train d’échos parrapport aux contrastes en ρ et en T1, et de diminuer d’autant le temps d’acquisition totalpour le contraste en T2. Le train d’échos a été augmenté de 4 à 8 échos.
Le nombre d’accumulations a été optimisé à 4 pour ce contraste. Le temps totald’acquisition pour le contraste en T2 est de 17 min.

Le temps d’écho effectif TEeff correspond au TE de l’écho central du train d’échos.1



Chapitre 3: Développements méthodologiques et optimisations en IRM

3.2 Développement d’un protocole d’IRM pour l’étude de la dégénérescence discale 91

3.2.2.4 RésuméConcernant l’acquisition des contrastes en densité de protons, T1 et T2 (Cf. Figure 3.12),les paramètres utilisés sont les suivants:Protocole:- RARECalibration des impulsions:Excitation:- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms- Atténuation: -4,0 dB

Refocalisation:- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms- Atténuation: +2,0 dBGéométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: (6 cm)2- Matrice: 2562- Résolution dans le plan: (234 µm )2- Nombre de coupes jointives: 15- Epaisseur de coupe: 1 mmContrastes:Contraste ρ:- Nb d’échos: 4- TR: 8000 ms- TE: 11 ms- TEeff: 22 ms- Nb acc: 3- Tacq: 25 min

Contraste T1:- Nb d’échos: 4- TR: 1000 ms- TE: 11 ms- TEeff: 22 ms- Nb acc: 8- Tacq: 8 min

Contraste T2:- Nb d’échos: 8- TR: 8000 ms- TE: 22,5 ms- TEeff: 90 ms- Nb acc: 4- Tacq: 17 min

Figure 3.12 Exemple d’images pondérées en ρ, T1 et T2, obtenues in vivo sur le rachis d’unlapin présentant des DIV sains et dégénératifs.
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3.2.3 Mesures des paramètres quantitatifs
Dans le cadre de l’étude longitudinale in vivo de la dégénérescence discale chez le lapin,nous avons été amenés à faire l’acqusition de plusieurs paramètres quantitatifs.Le matériel utilisé et les conditions d’expérimentation sont identiques à ceux choisis pourl’optimisation des paramètres d’acquisition des contrastes ρ, T1 et T2.
3.2.3.1 Quantification du paramètre T2Le protocole utilisé pour la quantification du T2 permet de mesurer ce paramètre à partird’une série d’images acquises à différents temps d’écho par une séquence d’imagerie detype MSME pour « multi slices multi echoes » en anglais [97] et basée sur le principed’une séquence CPMG. Ce protocole permet de reconstruire des cartographies T2 parun traitement informatique des données obtenues.
Pour ce protocole, l’impulsion d’excitation utilisée est une hermitienne, calibrée de lamême façon que précédemment pour le protocole RARE. L’impulsion de refocalisationest une impulsion de type « Mao » [98]. Cette impulsion permet d’obtenir unerefocalisation plus efficace qu’avec une impulsion hermitienne, et donc de limiter leserreurs dans la quantification du T2. En effet, la répétition dans la séquence CPMG d’uneimpulsion au profil de refocalisation imparfait génère des échos additionnels (échosstimulés) qui interfèrent avec les véritables échos du schéma CPMG [99–101]. Cet effets’observe en pratique par une fluctuation de l’amplitude des échos le long du train d’échoset est une source d’erreur dans la quantification du T2.L’impulsion « Mao » a été calibrée pour pouvoir être utilisée avec la bobine dédiée àl’IRM du rachis de lapin (durée 4 ms, atténuation +3,6 dB).
Pour l’acquisition de ces images, nous avons choisi d’utiliser les mêmes paramètresgéométriques (FOV, matrice et épaisseur de coupe) et le même positionnement descoupes que pour l’acquisition des contrastes ρ, T1 et T2.
Le temps d’écho initial TE1, représentant le temps d’écho du premier écho et déterminantles TE suivants, et le nombre d’échos ont été optimisés de manière à échantillonnercorrectement la courbe de décroissance en T2 pour les différents tissus du DIV. Unnombre total de 24 échos et un TE1 de 11 ms ont été choisis. Le TE est donc comprisentre 11 et 264 ms le long du train d’échos.
Le TR de la séquence doit être suffisament long pour autoriser un train d’échos assez longpour échantillonner toute la courbe de décroissance en T2, sans augmenter inutilementle temps d’acquisition. Le TR a été optimisé à 2600 ms. Le nombre de coupes à été limitéà 7 pour être compatible avec ce TR.
Le nombre d’accumulations pour ces acquisitions a été optimisé expérimentalement à 3,donnant un temps d’acquisition total pour la quantification du T2 de 24 min.
Avant d’utiliser le protocole de quantification du T2 in vivo sur les DIV de lapin, nousavons vérifié l’exactitude de la quantification du T2 avec ce protocole sur plusieurs
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fantômes homogènes au T2 connu (solutions de Gd-DOTA (Dotarem R©, Guerbet) àdifférentes concentrations).Étant donné que ce protocole est utilisé en mode multi-coupes nous avons égalementvérifié avec ces fantômes homogènes que la quantification était identique d’une coupe àl’autre.
Pour la quantification du T2, l’ensemble des paramètres d’acquisition utilisés sont lessuivants:Protocole:- MSME T2 MAPCalibration des impulsions:Excitation:- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms- Atténuation: -4,0 dB

Refocalisation:- Angle: 180o- Type: Mao- Durée: 4 ms- Atténuation: +3,6 dBGéométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: (6 cm)2- Matrice: 2562- Résolution dans le plan: (234 µm )2- Nombre de coupes jointives: 7- Epaisseur de coupe: 1 mmQuantification du T2:- Nombre d’échos: 24- TR: 2600 ms- TE: de 11 ms à 264 msTemps d’acquisition:- Nombre d’accumulations: 3- Temps d’acquisition: 24 min

Figure 3.13 Cartographie T2 obtenue après la quantification du paramètre T2 dans chaquepixel de l’image (B). Cette cartographie correspond à l’image qualititive pondérée en T2 (A).
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3.2.3.2 Quantification du CDA moyenLe protocole utilisé pour la quantification du CDA moyen permet d’acquérir les imagespondérées en diffusion avec une séquence de type écho planaire ou « EPI » [102] pour« echo planar imaging » en anglais. Ce type de séquence permet par ses caractéristiquesde remplissage du plan de Fourier de diminuer considérablement le temps d’acquisitiondes images. Ce choix de séquence n’a pas été retenu pour ce projet, car l’acquisitiond’images « EPI » à haut champ magnétique (9,4 T) sur un grand FOV, avec unebobine inhomogène et fortement décalée du centre de l’aimant (et donc très sensibleaux inhomogénéités du champ ~B0) entrainerait de sévères problèmes d’artéfacts pourl’acquisition écho planaire [103].Une séquence d’imagerie de type écho stimulé (STE) [104], permettant de réduire le TEminimal par rapport à une séquence d’écho de spin, et donc de diminuer la pondérationen T2 sur les images, a été utilisée.
Les impulsions utilisées pour ce protocole, de type hermitienne, ont été calibrées commeprécédemment pour être utilisées avec la bobine dédiée à cette étude.
Pour l’acquisition des images pondérées en diffusion, le même FOV et le mêmepositionnement de coupe que pour l’acquisition des contrastes ρ, T1 et T2 ont été utilisés.Par contre la résolution spatiale a été diminuée de façon à conserver une sensibilitécorrecte sur les images sans augmenter le temps d’acquisition déjà très long. L’épaisseurde coupe a été augmentée à 2 mm et la matrice a été diminuée (128)2. Associée au FOV,cette matrice donne une résolution dans le plan de (468 µm )2.
Le protocole utilisé pour la quantification du CDA permet soit de faire l’acquisitiond’images pondérées en diffusion, soit de mesurer le CDA, soit de recontruire la matricedu tenseur de diffusion.Parmi ces trois modes possibles, nous avons choisi un compromis entre l’acquisitionsimple d’images pondérées en diffusion et la reconstruction du tenseur de diffusion,qui demande un temps d’acquisition trop long pour notre protocole d’étude de ladégénérescence discale.Le mode sélectionné permet l’acquisition simultanée d’images pondérées en diffusionselon trois directions et d’une image de référence (image A0). Les choix des directionsde diffusion et du nombre de valeurs du facteur de diffusion (b) par directions sont libres.Lors du traitement des données, le CDA est quantifié pour chaque direction puismoyenné pour l’ensemble des directions pour donner le CDA moyen.
Pour les acquisitions, des directions de diffusion perpendiculaires ont été utilisées.Le nombre de valeurs du facteur de diffusion, b, par direction de diffusion a été optimiséà 4 pour obtenir une quantité de données suffisante pour la quantification du CDA, sansaugmenter considérablement le temps d’acqusition.
Pour limiter le temps d’acquisition, il a été choisi d’utiliser le TR le plus court possiblesans sacrifier le niveau de signal sur les images. Le TR a été optimisé à 1500 ms.
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Le temps d’écho minimal autorisé par la séquence d’acquisition a été utilisé pour limiterl’effet de pondération en T2 sur les images.
Les délais ∆ et δ du module de diffusion ont été optimisés de manière à donner unfacteur de diffusion b suffisant pour la quantification du CDA avec notre système degradients (200 mT/m), sans augmenter le TE minimal de la séquence. Les délais ∆ et δont été réglés à 15 ms et 5 ms respectivement.
Les valeurs du facteur de diffusion b ont été optimisées pour les différents tissus du DIV,à partir des courbes de décroissance du signal en fonction de b. Ces valeurs ont étéchoisies à 10, 40, 120 et 300 s/mm2.Ces valeurs peuvent paraître faibles par rapport à celle utilisées par exemple chezl’homme [47, 51] ou pour d’autres études chez le petit animal [27]. Mais pour des valeursplus fortes du facteur de diffusion, le RSB des images devient trop faible et il n’est pluspossible de quantifier le CDA.
Étant donné un temps d’acquisition déjà très long, il n’était pas envisageable d’utiliserplusieurs accumulations pour la quantification du CDA. La sensibilité des imagesobtenues reste néanmoins acceptable. Pour l’ensemble de ces paramètres, le tempsd’acquisition total pour la quantification du CDA est de 41 min.
En résumé, pour la quantification du CDA, l’ensemble des paramètres d’acquisitionutilisés sont les suivants:Protocole:- Dti Standard- Séquence STE- Mode MultiShot TraceCalibration des impulsions:Excitation:- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms- Atténuation: -4,0 dB

Refocalisation:- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms- Atténuation: +2,0 dBGéométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: (6 cm)2- Matrice: 1282- Résolution dans le plan: (468 µm )2- Nombre de coupe: 1- Epaisseur de coupe: 2 mmQuantification du CDA:- ∆: 15 ms- δ: 5 ms- Nombre d’images A0: 1- Nombre de directions de diffusion: 3
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- Nombre de valeurs de b par direction: 4- Valeurs de b: 10, 40, 120 et 300 s/mm2- TR: 1500 ms- TE: 20 msTemps d’acquisition:- Nombre d’accumulations: 1- Temps d’acquisition: 41 min
Les deux premières parties de ce chapitre, concernant le développement de l’IRM in vivodu rachis de lapin à 9,4 T, ont fait l’objet d’une publication dans une revue internationalesoumise à comité de lecture:
F. Noury, J. Mispelter, F. Szeremeta, S. Même, B-T. Doan, J-C. Belœil, « MRI
methodological development of intervertebral disc degeneration: a rabbit in vivo
study at 9.4 T ». Magn Reson Imaging, 2008 [105].

3.3 Développement d’une séquence de spin-locking pourla quantification du paramètre T1ρ à 9,4 T
3.3.1 Introduction
Plusieurs travaux ont montré l’intérêt des techniques de SL et de la quantificationdu paramètre T1ρ pour l’étude des mécanismes de dégénérescence du cartilage. Leparamètre T1ρ est sensible aux interactions moléculaires qui ont lieu entre les protonsde l’eau et les protons de macromolécules telles que les GAG qui composent les PG [22].Ce paramètre quantitatif permet donc de sonder les modifications de la proportion dePG du cartilage, associées à sa dégénérescence [22–23, 25–26, 106–110].Très récemment, des études ont montré ex vivo [28] puis in vivo [29–30] que leparamètre T1ρ permet de caratériser la dégradation des PG dans le DIV et donc dedonner accès aux modifications métaboliques qui ont lieu aux stades précoces de ladégénérérescence discale. La quantification du paramètre T1ρ apparaît donc essentiellepour la caractérisation de la dégénérescence discale par IRM.
Les techniques de SL sont connues pour être très sensibles aux inhomogénéités deschamps ~B0 et ~B1 (Cf. Chapitre 1, Paragraphe 1.2.7.4), et les images obtenues présententsouvent des artéfacts marqués, ce qui compromet la quantification du paramètre T1ρ.Ces artéfacts sont encore peu décrits dans la littérature et très peu de travaux sesont intéressés à leur correction. Quelques modules de SL ont été optimisés dans destravaux précédents pour éliminer ces artéfacts [19–21, 31, 111]. Ces nouveaux modules
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donnent des résultats satisfaisants pour des champs magnétiques inférieurs à 4 T et desacquisitions avec des bobines homogènes de type cage d’oiseau [19–21, 31].Seulement, les inhomogénéités du champ ~B0 sont connues pour s’accentuer avecl’intensité du champ ~B0 et ces modules, efficaces pour des intensités moyennes du champ
~B0, ce sont avérés insuffisants pour compenser les artéfacts de SL à 9,4 T, et ne sont doncpas appropriés pour ce projet.De plus notre projet demande l’utilisation de la sonde dédiée à l’IRM du rachis de lapinà 9,4 T, équipée d’une bobine de type demi-cage d’oiseau. Ce type de bobine créé unchamp inhomogène et est donc la source de très forts artéfacts dus aux inhomogénéitésdu champ ~B1 [111].
Compte tenu de nos conditions d’expérimentation, la quantification du paramètre T1ρnous a semblé compromise avec l’utilisation des modules de SL décrits dans la littérature.Nous avons donc cherché à optimiser un nouveau module de SL pour ce projet,permettant une meilleure correction des artéfacts dus aux fortes inhomogénéités deschamp ~B0 (haut champ magnétique de 9,4 T) et ~B1 (bobine de type demi-cage d’oiseau).
À notre connaissance, aucune étude n’a été publiée concernant ces problèmes d’artéfactsà haut champ magnétique (> 4 T) pour des acquisitions réalisées avec une bobineinhomogène de type bobine de surface.
3.3.2 Matériel et méthodes
3.3.2.1 Développement d’un nouveau module de SL
A. Travaux antérieurs:Witschey et al. [21] ont développé un module de SL à la résonance, permettant decorriger à la fois les artéfacts dus aux inhomogénéités du champ ~B0 et ceux dus auxinhomogénéités du champ ~B1 (Cf. Figure 3.14).Le principe de ce module consiste à inverser la phase de la deuxième impulsion 90o parrapport au module conventionnel, à diviser l’impulsion de SL en deux et à ajouter uneimpulsion de refocalisation selon le schéma suivant:90o(x) - SLTSL/2, y - 180o(y) - SLTSL/2, -y - 90o(x)
D’après le système de notation décrit au Chapitre 1, l’aimantation ~M(~r, TSL) obtenue àla fin de ce module de SL est:

~M(~r, TSL) = Rx(α).Rx(φ).Rz”(ωeff.TSL/2).Rx(−φ)
× Ry(2α).Rx(−φ).Rz’(ωeff.TSL/2).Rx(φ).Rx(α). ~M(~r, 0) (3.1)
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Figure 3.14 Schéma du module de SL à la résonance, développé par Witschey et al. [21] (A)et représentation de l’évolution de l’aimantation pendant ce module (B).
Dans le cas où ωSL � ∆ω0, φ=90o et les impulsions de SL sont appliquées selon l’axe ~y.L’Équation 3.1 est réduite à:

~M(~r, TSL) = Rx(α).R-y(ωSL.TSL/2).Ry(2α).Ry(ωSL.TSL/2).Rx(α). ~M(~r, 0)= Rx(α).Ry(2α).Rx(α). ~M(~r, 0) (3.2)
L’aimantation longitudinale finale est donc:

~M z(~r, TSL) = M0[−sin2(α) + cos2(α).cos(2α)] (3.3)
Il n’y a alors plus de dépendance en cos(ωSL.TSL) (Cf. Équation 1.59) et les artéfacts dusaux gradients de ~B1 sont corrigés.
Dans le cas où ωSL � ∆ω0, φ=0o et les impulsions de SL sont appliquées selon l’axe ~z.L’Équation 3.1 est réduite à:

~M(~r, TSL) = Rx(α).R-z(∆ω0.TSL/2).Ry(2α).Rz(∆ω0.TSL/2).Rx(α). ~M(~r, 0)= Rx(α).Ry(2α).Rx(α). ~M(~r, 0)= M0[−sin2(α) + cos2(α).cos(2α)] (3.4)
La dépendance aux inhomogénéités du champ ~B0 est donc éliminée.
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Si α=90o et donc 2α=180o, et que ces impulsions sont parfaitement calibrées:
~M(~r, TSL) = − ~M(~r, 0) (3.5)

D’après les résultats reportés dans cette publication, ce module de SL corrigeeffectivement les artéfacts dus aux inhomogénéités des champs ~B0 et ~B1 pour desacquisitions réalisées à 3 T avec une bobine cage d’oiseau.Ce module s’est avéré efficace à 9,4 T pour diminuer une partie des artéfacts de SL, maisinsuffisant pour envisager la quantification du paramètre T1ρ.
B. Nouveau module de SL:Nous nous sommes inspirés du module de Witschey et al. pour développer un moduleplus efficace permettant de corriger les artéfacts de SL à 9,4 T, avec une bobineinhomogène.Notre module consiste à diviser l’impulsion de SL en quatre et à inclure une impulsionde refocalisation entre chaque impulsion de SL. La phase des différentes impulsions suitle schéma suivant:90o(x) - SL(TSL/4, y) - 180o(y) - SL(TSL/4, -y) - 180o(-y) - .......... - SL(TSL/4, -y) - 180o(y) - SL(TSL/4, y) - 90o(x)
Au cours de ce module, l’évolution de l’aimantation (Cf. Figure 3.15) est décrite parl’expression suivante:

~M(~r, TSL) = Rx(α).Rx(−φ).Rz”(ωeff.TSL/4).Rx(φ)
× Ry(2α).Rx(φ).Rz’(ωeff.TSL/4).Rx(−φ)
× R-y(2α).Rx(φ).Rz”(ωeff.TSL/4).Rx(−φ)
× Ry(2α).Rx(−φ).Rz’(ωeff.TSL/4).Rx(φ)
× Rx(α). ~M(~r, 0) (3.6)

Si ωSL � ∆ω0, φ=90o et les impulsions de SL sont appliquées selon l’axe ~y. L’expression3.6 se simplifie de la même manière que l’expression 3.1 pour obtenir:
~M(~r, TSL) = Rx(α).Ry(2α).Rx(α) ~M(~r, 0)= M0[−sin2(α) + cos2(α).cos2(2α)] (3.7)

Si ωSL � ∆ω0, φ=0o et les impulsions de SL sont appliquées selon l’axe ~z. L’expression3.6 se simplifie telle que:
~M(~r, TSL) = Rx(α).Ry(2α).Rx(α). ~M(~r, 0) (3.8)

Si 2α=180o, et que ces impulsions sont parfaitement calibrées:
~M(~r, TSL) = − ~M(~r, 0) (3.9)

Dans les deux cas, la dépendance aux inhomogénéités du champ ~B1 ou du champ ~B0 estéliminée et les artéfacts sont corrigés.
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Figure 3.15 Schéma du module de SL développé pendant la thèse (A) et représentation del’évolution de l’aimantation pendant ce module (B).
Notre module pemet de retrouver les mêmes simplifications que le module de Witschey
et al., mais son intérêt est d’être plus robuste dans le cas où α est imparfait (fortsgradients de ~B1 créés par une bobine inhomogène). Notre module permet de réduire,pour un même TSL total, les déphasages induits pendant les impulsions de SL puisquecelles-ci sont plus courtes:Par exemple, pour TSL=100 ms et ωSL=2π×500 Hz, le déphasage produit est:
− ωSL.TSL = 100π pour l’impulsion de SL du module classique.
− ωSL.TSL/4 = 25π pour chaque impulsion de SL de notre nouveau module.
Le fait de diviser l’impulsion de SL classique en plusieurs impulsions de SL plus courtespermet, pour un même TSL total, de diminuer les déphasages et donc de corriger lesartéfacts.Cette solution a néanmoins des limites car elle demande d’ajouter autant d’impulsionsde refocalisation (180o) dans le module. Dans le cas de très forts gradients ~B1, il estdifficile d’obtenir une calibration parfaite de ces impulsions de refocalisation sur toutela zone d’excitation de la bobine, ce qui est la source d’artéfacts et peut compromettrel’amélioration apportée par la division de l’impulsion de SL.
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3.3.2.2 Test du nouveau module de SLNotre module de SL, noté « SL/4 », a été testé dans différentes conditions et sesperformances ont été comparées à celles de deux autres modules de SL:
− Le module de SL classique, noté « SL »
− Le module de Witschey et al. [21], noté « SL/2 », qui est le module le plus évolué etle plus efficace reporté dans la littérature.
Pour l’acquisition des images, les modules de SL ont été inclus dans une séquenced’imagerie RARE. Pour chaque module, les images ont été acquises pour des puissancesde SL de 1 kHz et pour différentes durées de TSL. Lors de chaque test, une image deréférence est acquise sans module de SL.
Ces acquisitions ont été réalisées à 9,4 T sur l’imageur horizontal du laboratoire dédiéau petit animal, avec le canon de gradients BGA12.
A. Bobine homogèneLes trois modules de SL ont d’abord été comparés dans le cas d’acquisitions réaliséesavec une bobine créant un champ ~B1 homogène. Une bobine cage d’oiseau linéaire(diamètre interne 72 mm - Bruker) a été utilisée. Les tests ont été effectués sur unfantôme bi-homogène, constitué d’un tube en plastique rempli d’eau dans lequel est placéun tube de dimensions plus petites et contenant du gel d’agarose à 2,5%.Les paramètres d’acquisition suivants ont été utilisés:Protocole:- RAREImpulsions:Excitation- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms

Refocalisation- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 1,6 msGéométrie:- Orientation: Axiale- Champ de vue: (6 cm)2- Matrice: 1282- Résolution dans le plan: (468 µm )2- Nombre de coupe: 1- Epaisseur de coupe: 2 mm

Contraste:- Nombre d’échos: 4- TR: 6000 ms- TE: 13 ms- Nb acc: 2- Tacq: 5 min
Module de SL:- TSL: de 20 ms à 300 ms- Fréquence de SL: 1 kHz- Impulsion de SL: Rectangulaire- Impulsion d’excitation: Rectangulaire - 100 µs- Impulsion de refocalisation: Rectangulaire - 100 µs
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B. Bobines inhomogènesLes trois modules de SL ont ensuite été testés lors d’acquisitions réalisées avec une bobinede surface, donnant un champ ~B1 inhomogène. Une bobine de surface d’un diamètre de23 mm et un fantôme homogène (tube en plastique rempli de gel d’agarose à 2,5%) ontété utilisés pour ces acquisitions.Les paramètres d’acquisition suivants ont été utilisés:Protocole:- RARECalibration des impulsions:Excitation- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms
Refocalisation- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 1,6 msGéométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: (2 cm)2- Matrice: 1282- Résolution dans le plan: (156 µm )2- Nombre de coupe: 1- Epaisseur de coupe: 2 mm

Contraste:- Nombre d’échos: 4- TR: 6000 ms- TE: 13 ms- Nb acc: 2- Tacq: 5 min
Module de SL:- TSL: de 20 ms à 300 ms- Fréquence de SL: 1 kHz- Impulsion (SL): Rectangulaire- Impulsion d’excitation: Rectangulaire - 100 µs- Impulsion de refocalisation: Rectangulaire - 100 µs
Pour finir les modules de SL ont été testés lors d’acquisitions avec la bobine de typedemi-cage d’oiseau dédiée à l’IRM du rachis de lapin, donnant également un champ ~B1inhomogène. Pour ces acquisitions, le fantôme homogène mimant la force ionique d’unlapin a été utilisé (bouteille en plastique 1,5 l remplie de sérum physiologique). Pourl’utilisation de cette bobine, la durée des impulsions d’excitation et de refocalisation desmodules de SL a dû être augmentée pour permettre leur calibration précise en accordavec les limites de puissance de notre amplificateur.Les paramètres d’acquisition suivants ont été utilisés:
Protocole:- RARECalibration des impulsions:Excitation- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms

Refocalisation- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 1,6 ms
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Géométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: (6 cm)2- Matrice: 1282- Résolution dans le plan: (468 µm )2- Nombre de coupe: 1- Epaisseur de coupe: 2 mm

Contraste:- Nombre d’échos: 4- TR: 6000 ms- TE: 13 ms- Nb acc: 2- Tacq: 5 min
Module de SL:- TSL: de 20 ms à 300 ms- Fréquence de SL: 1 kHz- Impulsion de SL: Rectangulaire- Impulsion d’excitation: Rectangulaire - 250 µs- Impulsion de refocalisation: Rectangulaire - 500 µs
3.3.2.3 Quantification du paramètre T1ρLe T1ρ du gel d’agarose à 2,5% a été mesuré à partir des intensités du signal recueilliessur les images pondérées en T1ρ pour différents TSL compris entre 20 ms et 300 ms.Les mesures d’intensités du signal ont été réalisées à partir des images acquises surle fantôme bi-homogène avec la bobine homogène et linéaire et celles obtenues avecla bobine de surface et un fantôme homogène de gel d’agarose. Ces intensités ont étérecueillies dans une ROI positionnée dans le gel d’agarose.Le paramètre T1ρ a ensuite été déterminé à partir de la régression non linéaire de cesdonnées avec « Origin » (Version 8 - Origin Lab), selon l’Équation 1.52.
3.3.2.4 Calcul de la SARLa SAR a été calculée pour le module de spin-locking développé pour cette étude etpour les acquisitions réalisées avec les deux bobines inhomogènes. Le modèle décrit auChapitre 1, Paragraphe 1.2.7.5 a été utilisé pour ces calculs.Pour ce modèle, les valeurs spécifiques du paramètre SAR3ms,90o sont résumées dansles publications de Collins et al. [32–33] pour des conditions d’expérimentation donnéestelles que l’intensité du champ magnétique, le type de bobine RF utilisé ou le type etla masse de l’échantillon ou l’organe étudié. Les conditions considérées n’incluent pasnos conditions d’expérimentation (9,4 T, bobine RF de type demi-cage d’oiseau, rachis delapin) et le paramètre SAR3ms,90o propre à notre étude a donc dû être estimé.
Nous avons utilisé la relation d’Adriany et al. [112] et les caractéristiques de notre matérielpour ce calcul:

SAR3ms,90o = Pmax × DC ×
(1 −

Qc
Qv
) (3.10)

où Pmax est la puissance maximum (W) délivrée par l’amplificateur pour une impulsiondonnée, DC représente dans notre cas la durée de l’impulsion (ms) et Qc et Qv sont lesfacteurs de qualité de la bobine utilisée, mesurés en charge et à vide respectivement.
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Les volumes d’excitation des deux bobines ont été pris en compte pour évaluer la massede tissu excité pour chacune. Les valeurs de puissances (W) ont ensuite été rapportéesà la masse (kg) de tissu excitée par les bobines pour obtenir une estimation de la SAR(W/kg).
Les calculs ont été effectués à partir des paramètres d’acquisition reportésprécédemment, pour un TSL de 100 ms.
3.3.3 Résultats
3.3.3.1 Tests du nouveau module de SL
A. Bobine homogène:La Figure 3.16 présente les résultats obtenus sur le fantôme bi-homogène pour desacquisitions réalisées avec une bobine homogène et le module conventionnel « SL », lemodule « SL/2 » et notre module « SL/4 ».

Figure 3.16 Bilan des images obtenues pour les trois modules de SL avec une bobinehomogène pour des durées TSL de 20 ms à 300 ms. Ces images ont été acquises sur un fantômebi-homogène, constitué d’un tube en plastique rempli d’eau dans lequel est placé un tube dedimensions plus petites et contenant du gel d’agarose à 2,5%. La flèche pointe les artéfacts.
Sur ces images on observe que le module « SL » est très sensible aux inhomogènéitésdes champs ~B0 et ~B1 et présente des images avec des artéfacts très marqués.Le module « SL/2 » permet de compenser en partie ces artéfacts à 9,4 T, mais les imagesrestent artéfactées à partir d’un TSL de 100 ms.
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Le module « SL/4 » permet de s’affranchir des artéfacts dus aux inhomogénéités deschamps ~B0 et ~B1 et reste efficace même pour des durées de TSL importantes.
Pour les modules « SL » et « SL/2 », on constaste que la fréquence et l’intensité desartéfacts augmentent avec l’allongement de la durée de TSL, traduisant le fait que lesdéphasages s’accentuent lorsque TSL est grand.Pour les trois séries d’images, on observe bien la décroissance du signal en fonctiondu TSL et une pondération en T1ρ plus importante pour le gel d’agarose (présence demacromolécules) que pour l’eau.
B. Bobine inhomogène:La Figure 3.17 résume les résultats obtenus pour les tests des trois modules de SL pourdes acquisitions réalisées avec une bobine de surface de 23 mm de diamètre (Partie A)et la bobine dédiée à l’IRM du rachis de lapin (Partie B).Pour les deux bobines on constate comme pour les résultats obtenus précédemment,que le module classique « SL » est très sensible aux inhomogénéités du champ ~B1, iciplus fortes qu’avec la bobine homogène. Les images présentent de forts artéfacts, mêmepour des TSL courts.
Le module « SL/2 » compense en partie ces artéfacts pour les acquisitions faites avec labobine de surface (Cf. Figure 3.17 - Partie A). Les oscillations de l’intensité du signal selonla distribution du champ ~B1 sont moins fortes qu’avec le module « SL », mais néanmoinsprésentes dès un TSL court de 40 ms.
L’efficacité du module « SL/2 » diminue avec l’augmentation des durées de TSL. Cesimages illustrent le fait que les déphasages s’accentuent avec l’augmentation du TSL etque le module « SL/2 » n’est pas capable de les compenser.Pour la bobine demi-cage d’oiseau, les gradients de ~B1 sont plus forts que pour la bobinede surface et le module « SL/2 », optimisé et issu de la littérature, ne peut plus compenserles déphasages et les artéfacts qu’ils induisent.
Le module « SL/4 » permet de compenser efficacement les artéfacts dus aux gradientsde ~B1, et reste robuste même pour des TSL longs (TSL=120 ms).Malgré l’utilisation d’une bobine inhomogène avec de forts gradients de ~B1, et donc unecalibration imparfaite de α sur toute la zone d’excitation de la bobine, notre nouveaumodule de SL reste efficace (Cf. Figure 3.17 - Partie A).
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Figure 3.17 Exemple des images obtenues pour les trois modules de SL avec une bobine desurface (A) et une bobine de type demi-cage d’oiseau (B) pour différentes durées de TSL. Laflèche pointe les artéfacts.
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Sur les images acquises avec le module « SL/4 » et la bobine demi-cage d’oiseau (Cf.Figure 3.17 - Partie B), on constate néanmoins la réduction de la zone d’excitation dela bobine à la profondeur des DIV, ce qui exclu dans le cadre de notre protocole, laquantification du paramètre T1ρ sur plusieurs DIV adjacents. On observe également laprésence d’artéfacts sur le bord de la zone d’excitation de la bobine. Il n’a pas été possiblede les corriger compte tenu de la durée des impulsions de refocalisation (500 µs ) quia dû être utilisée. En effet, l’augmentation de la durée d’une impulsion de refocalisationdiminue son efficacité puisque les déphasages pendant l’impulsion sont accentués.Mais pour des acquisitions réalisées avec une bobine adaptée telle que la bobine desurface de 23 mm, permettant de calibrer les impulsions de refocalisation pour desdurées courtes (100 à 150 µs ), le nouveau module de SL élimine les artéfacts de SL danstoute la zone d’excitation de la bobine.
Les résultats obtenus pour les trois modules de SL montrent que le module « SL/4 » estle seul qui reste robuste aux inhomogénéités du champ ~B1 et qui permet d’envisager laquantification du paramètre T1ρ à 9,4 T avec une bobine inhomogène.
3.3.3.2 Quantification du paramètre T1ρLa Figure 3.18 présente les résultats obtenus pour la quantification du paramètre T1ρ dugel d’agarose à 2,5 %.

Figure 3.18 Quantification du paramètre T1ρ du gel d’agarose à 2,5%, par la régression nonlinéaire de l’intensité du signal en fonction du TSL. Ces données ont été obtenues pour lesacquisitions effectuées avec la bobine homogène.
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La variation des intensités du signal en fonction du TSL, recueilli sur les différentesimages pondérées en T1ρ, montrent une décroissante exponentielle en accord avec lemodèle décrit au Chapitre 1.La régression non linéaire de ces données donne une valeur de T1ρ de 61 ms ± 5 mspour le gel d’agarose à 2,5%. Cette quantification a également été faite à partir des imagesacquises avec la bobine de surface. Nous avons obtenu une valeur de T1ρ similaire de59 ms ± 5 ms.
3.3.3.3 Calcul de la SARLes résultats obtenus pour les calculs de la SAR induite par notre nouveau module deSL sont de 0,05 W/kg pour la bobine de surface (23 mm) et de presque 3 W/kg pour labobine de type demi-cage d’oiseau.Les résulats obtenus pour la bobine de surface sont tout à fait convenables et loin deslimites imposées par la FDA qui sont de 3,2 W/kg pour une durée d’acquisition de 6 min[113].Pour les acquisitions réalisées avec la bobine de type demi-cage d’oiseau, la SAR induitepar le module de SL est soixante fois plus forte que pour l’autre bobine et atteint leslimites préconisées par la FDA.
Ces résultats montrent que l’utilisation du module de SL développé pour ce projet estenvisageable in vivo, mais pas pour des acquisitions réalisées avec la bobine dédiée àl’IRM du rachis de lapin. La calibration des impulsions du module de SL avec cette bobinedemande trop de puissance et la SAR induite est trop importante.
3.3.4 Discussion et conclusion
Les différents résultats présentés dans cette partie montrent que le nouveau module deSL développé pour ce projet est très efficace dans la correction des artéfacts dus auxinhomogénéités des champs ~B0 et ~B1.Contrairement aux autres modules, pourtant évolués et présentés dans la littérature,notre nouveau module de SL est performant à haut champ magnétique pour desacquisitions réalisées avec des bobines inhomogènes. La méthodologie développéependant la thèse apporte donc une amélioration par rapport aux travaux déjà publiéssur le sujet.
La quantification du paramètre T1ρ est possible avec ce nouveau module de SL. Lesvaleurs de T1ρ déterminées expérimentalement sont difficilement comparables auxvaleurs de la littérature compte tenu de la différence importante des champs magnétiquesutilisés (maximum 4 T).
La méthodologie développée pour ce projet n’a pas pu être utilisée pour l’étude de ladégénérescence discale chez le lapin. Les caractéristiques du matériel dédié à l’IRMdu rachis de lapin limitent l’utilisation du nouveau module de SL. La bobine de typedemi-cage d’oiseau développée pour ce projet est une bobine de grandes dimensions
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(72 mm × 80 mm) demandant des puissances élevées pour créer les impulsions dumodule de SL à la profondeur des DIV. Lors de son utilisation pour des séquencesd’imagerie classiques, la SAR induite par cette bobine est tout à fait raisonnable (moinsde 0,3 W/kg) et inférieure aux limites préconisées par la FDA. Mais l’ajout du modulede SL dans la séquence entraîne une augmentation trop importante de la SAR pourenvisager une utilisation in vivo.De plus, les images obtenues avec cette bobine montrent que les impulsions derefocalisation utilisées ne sont pas assez efficaces pour corriger tous les artéfacts deSL. Les artéfacts résiduels présents sur les images sont dus aux déphasages induits lorsdes longues impulsions de refocalisation (500 µs ). L’ensemble de nos tests montrent quele type d’impulsion rectangulaire utilisé dans le module de SL demande des durées trèscourtes (100 à 150 µs,) pour être efficace dans la correction des artéfacts de SL. Comptetenu de la puissance nécessaire et des caractéristiques de notre amplificateur, il n’a pasété possible de calibrer ces impulsions de refocalisation pour des durées plus courtes.
La solution d’utiliser d’autres types d’impulsions pour la refocalisation a été testée.L’utilisation d’impulsions adiabatiques a été envisagée. Ce type d’impulsion est connupour être très efficace dans la refocalisation [19, 21, 31] mais également pour déposerune SAR importante [19, 21] et n’est donc pas adapté à notre problème.Quelques travaux ont été publiés sur la réduction de la SAR induite par les techniquesde SL en utilisant une acquisition partielle du plan de Fourier [114] ou un module de SLhors résonance [31]. Certaines de ces solutions sont à envisager pour améliorer encorenotre module de SL dans le but de l’utiliser in vivo chez le lapin avec la bobine de typedemi-cage d’oiseau.
En conclusion, le nouveau module de SL développé pendant la thèse est efficace pourcorriger les artéfacts de SL à haut champ magnétique pour des acquisitions réaliséesavec une bobine de surface.Les résultats obtenus sur la correction des artéfacts, la quantification du T1ρ et les calculsde la SAR induite par le nouveau module permettent d’envisager la quantification duparamètre T1ρ lors de futures études in vivo, dans le cas de l’utilisation d’une bobineadaptée demandant peu de puissance pour la calibration des impulsions.
L’utilisation de ce module dans le cadre de l’étude in vivo de la dégénérescence discalechez le lapin n’a pas été possible. Cette application demande maintenant de poursuivrele travail d’optimisation du module pour pouvoir en limiter la SAR.





Chapitre 4:Étude longitudinale et quantitative de ladégénérescence discale chez le lapin parIRM in vivo à 9,4 T
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4.1 IntroductionLa dégénérescence du DIV est un processus très complexe et multifactoriel caractérisépar des changements à la fois biochimiques et structuraux, intervenant dans les différentstissus du DIV (NP, AF et plateaux vertébraux) [10, 115]. Les mécanismes et les causes decette dégénérescence discale sont encore peu compris [116].
L’IRM s’avère être un outil particulièrement adapté à l’étude du disque intervertébralsain, constitué d’eau, de cartilage, de fibres de collagène et de protéoglycanes [1, 10, 36,40], ainsi qu’à sa dégénérescence puisqu’elle se traduit principalement par une perte ducontenu en eau, une diminution de la hauteur discale, et la modification des proportionsen collagène et protéoglycanes dans les différentes parties du DIV [1, 10, 115].L’IRM peut donc apporter beaucoup d’éléments et d’informations dans la compréhensiondes mécanismes de la dégénérescence discale [36].
Pourtant, peu d’études par IRM de la dégénérescence discale sont à ce jour publiées. Lamajeure partie de ces études concerne des travaux réalisés ex vivo sur des échantillonsde rachis humains [9, 117], présentant des DIV sains ou pathologiques. Plusieurs étudessont aussi conduites in vivo chez l’homme. La plupart ne sont pas quantitatives, maisconcernent plutôt la comparaison qualitative, d’après les images présentant un contrasteen T1 ou T2, de disques à des stades plus ou moins avancés de dégénérescence [42, 45,96].Pour comprendre un phénomène pathologique complexe tel que la dégénérescencediscale, on ne peut se contenter des études conduites chez l’homme, et il est indispensablede travailler sur des modèles animaux, offrant beaucoup plus de possibilités dans lesprotocoles de recherche [118].En ce qui concerne les études par IRM réalisées sur des modèles animaux dedégénérescence discale (rat et lapin pour la majorité des études sur le petit animal),aucune n’utilise de champ magnétique au-delà de 4 T, ce qui ne permet pas d’avoir accèsà une résolution spatiale suffisante compte tenu de la taille des animaux et de leursDIV. Ces études restent donc très limitées et là encore peu d’études quantitatives sontreportées dans la littérature.Lors de l’étude d’une pathologie dégénérative, il est également important de mettreen place un suivi dans le temps pour mettre en évidence les différentes étapesde la dégénérescence. Mais aucun suivi longitudinal par IRM quantitative de ladégénérescence discale n’a été reporté dans la littérature pour des études réalisées surdes modèle animaux.D’après nos recherches, aucune étude in vivo par IRM à haut champ magnétique sur lerachis ou les DIV de lapin n’a été à ce jour publiée.
Dans le cadre de ce projet, nous avons donc mis en place un suivi in vivo par IRM,longitudinal et quantitatif, de la dégénérescence discale sur un modèle animal (lapin) depathologie lombaire humaine.Les objectifs de ce projet sont d’une part de comprendre les mécanismesphysiopathologiques intervenant dans la dégénérescence du DIV. D’autre part, nousvoulons identifier, grâce à l’IRM quantitative, les modifications précoces survenant au
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sein du DIV en amont des modifications détectables par des examens d’IRM classiques,tels que ceux utilisés en routine clinique.
Cette étude comprend la réalisation d’une lésion discale chirurgicale sur trois disqueslombaires chez le lapin, puis l’étude par IRM des modifications physiopathologiquesintervenant dans les différents tissus du DIV pendant les quatre mois suivant cettelésion. Ces modifications ont été étudiées par différentes techniques d’IRM permettantde mesurer plusieurs paramètres quantitatifs reflétant l’état des tissus du DIV pendantl’évolution de leur dégénérescence. Les données quantitatives obtenues ont ensuite ététraitées par des méthodes statistiques.En parallèle de l’étude par IRM, une étude histologique a été réalisée pour validernos observations et apporter une explication biologique aux variations des paramètresquantitatifs obtenus par IRM.

4.2 Matériel et méthodes
4.2.1 Modèle animal
4.2.1.1 Choix du modèle de dégénérescence discaleIl est nécessaire de développer des modèles expérimentaux des pathologies humainespour permettre des études fondamentales sur la compréhension de ces pathologies[119–120], le développement de nouveaux outils de diagnostic (par exemple en IRM)ou aider au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques [8, 48, 118, 121].Les modèles animaux utilisés provoquent certains symptômes semblables à ceuxobservés chez l’être humain, mais ne sont pas en mesure de mimer la totalité des aspectsde la pathologie étudiée.Il n’existe pas de modèle parfait et cette réalité doit être systématiquement prise encompte dans l’interprétation des résultats [118]. Pour chaque étude in vivo, le modèleanimal doit être choisi avec soin en fonction des contraintes et des objectifs du projet[121].
Dans le cadre de cette étude, le choix du modèle de dégénérescence discale a été basésur le travail de T. Lenoir [7], qui a développé un modèle in vivo de dégénérescencedu DIV induit par une ponction-aspiration du NP chez le lapin. Ce modèle a été validépar des méthodes histologiques et d’imagerie médicale in vivo (radiographie) et ex vivo(micro-radiographie et IRM).
Ce modèle est reproductible, facile à obtenir et présente une morbidité faible. L’utilisationdu lapin, animal de taille moyenne, est appropriée pour une étude d’IRM de hauterésolution spatiale et permet d’envisager l’évaluation de nouvelles techniques deréparation discale.
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L’utilisation du lapin pour des études sur la dégénérescence discale, a été validée parplusieurs travaux [2, 38, 56, 77, 116, 119–120, 122].
Le modèle sélectionné induit une dégénérescence discale lente, progressive et dont lessignes de dégénérescence sont irréversibles. Les signes de dégénérescence observés enradiologie, IRM et histologie sont semblables à ceux observés chez l’homme.Le choix de la technique de ponction-aspiration permet de retirer une partie des cellulesnotochordales du NP, présentes en plus forte proportion chez le lapin que chez l’homme[118], et qui peuvent être à l’origine d’une régénération spontanée des tissus [7, 118].
4.2.1.2 AnimauxCette étude a été conduite sur des lapins mâles de race « Blanc de Nouvelle Zélande »(ESD, Charles River Laboratories, France). Le protocole total comprend dix animaux:
− Six animaux pour le groupe « Lésés ». Ces animaux ont subi une lésion chirurgicale(ponction-aspiration du NP) sur trois DIV et ont suivi le protocole total d’examen parIRM.
− Deux animaux pour le groupe « Contrôles ». Ces animaux ont subi l’interventionchirurgicale mais sans lésion des DIV (incision des tissus, exposition des DIV, puissuture des tissus). Ils ont suivi le protocole d’IRM juste après la chirurgie pour obtenirdes données « Contrôles » au stade S0, puis ont suivi le protocole total d’examen parIRM.
− Deux animaux pour le groupe « Témoins ». Ces animaux n’ont subi aucune lésionchirurgicale et ont été sacrifiés à la fin du protocole pour obtenir des donnéeshistologiques sur les DIV sains.
Au moment de l’induction chirurgicale de la dégénérescence discale, les lapins étaientâgés de 9 ± 1 semaines avec un poids de 1,40 ± 0,40 kg.Tout au long du suivi, les animaux ont été placés en cages individuelles, avec un accèslibre à l’eau. Leur nourriture (granulés diététiques) a été rationnée pour contrôler leurprise de poids pendant le suivi et s’assurer qu’ils puissent rentrer dans l’imageur jusqu’audernier stade de l’étude. Un rythme nycthéméral a été maintenu artificiellement dansleur environnement.L’ensemble des études sur ces animaux a été effectué en accord avec les règles d’éthiqueet la législation française concernant l’expérimentation animale.
4.2.1.3 Procédure chirurgicale

(Réalisée avec W. Même, Laboratoire de Neurobiologie, Université d’Orléans)Les lésions chirurgicales des DIV ont été pratiquées par les mêmes opérateurs, dans desconditions standardisées. La durée totale de l’intervention est d’en moyenne 40 minutes.
L’intervention chirurgicale a été pratiquée sous anesthésie générale. Du diazépan(0,5 mk/kg - Valium R©, Roche), de la métédomidine (0,25 mg/kg - Domitor R©, Pfizer) et
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de la kétamine (50 mg/kg - Imalgène R© 500, Merial) ont été administrés successivementpar une injection intra-musculaire. En cas de réveil per-opératoire de l’animal, une dosede 15 à 25 mg/kg de kétamine a été à nouveau injectée en intra-musculaire.
Une fois l’animal anesthésié, le flanc gauche a été rasé, des côtes à la crête iliaque, puisdésinfecté à l’aide d’une solution acqueuse de povidone iodée (Bétadine R© Dermique10% - Viatris). Dans des conditions d’asepsie chirurgicale, l’animal a été allongé surle flanc droit et le flanc gauche a été incisé verticalement sur 5 à 7 cm, sur le bordlatéral des muscles para-vertébraux. L’aponévrose des muscles obliques de l’abdomena été ouverte à la jonction myo-aponévrotique et l’espace rétropéritonéal a été abordé.Une dissection soigneuse de l’espace rétropéritonéal a été effectuée, jusqu’à l’obtentiond’une exposition de la face antéro-latérale des corps vertébraux et du repérage desdisques intervertébraux. Une ponction-aspiration a alors été réalisée sur les trois disqueslombaires L2-L3, L3-L4 et L4-L5 à l’aide d’une aiguille de 18 G et d’une seringue de 20 ml.La ponction a été faite à une profondeur de 5 mm et l’aspiration maintenue pendantune durée de 15 secondes. Après hémostase soigneuse de l’espace rétropéritonéal, unesuture sous-cutanée des plans musculo-aponévrotiques a été effectuée à l’aide de fil desuture résorbable (Vicryl R© 3/0, Jansen-Cilag).
4.2.1.4 Soins post-opératoiresLes animaux ont ensuite été remis en cage et surveillés pendant les jours qui ontsuivi l’intervention. La cicatrice a été nettoyée quotidiennement avec de la Bétadine R©.Une prophylaxie antalgique par voix orale a été assurée pendant quatre jours par dumeloxicam (0,2 mg/kg le jour de l’intervention chirurgicale et 0,1 mg/kg les jourssuivants - Metacam R©, Boehringer Ingelheim).
4.2.1.5 Anesthésie des animaux pendant les examens d’IRMIl est nécessaire d’anesthésier les animaux pendant les examens d’IRM pour pouvoirles manipuler plus facilement, les positionner correctement dans l’imageur et limiter lesartéfacts de mouvements sur les images.Des recherches ont d’abord été faites sur les différents protocoles d’anesthésie pouvantêtre utilisés chez le lapin. Des paramètres tels que la nature des produits anesthésiants,le mode d’administration, et la posologie ont été considérés.
L’anesthésie gazeuse à l’isoflurane a été retenue pour:
− L’importante expérience accumulée par le laboratoire dans l’utilisation de cetanesthésique.
− La bonne tolérance et le réveil rapide de l’animal après ce type d’anesthésie.
− La facilité d’administration (par inhalation) permettant à tout moment du protocoled’IRM d’adapter la quantité d’anesthésique délivrée sans avoir besoin de sortir l’animalde l’imageur.
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Il a également été choisi d’induire l’anesthésie par une injection intra-musculaire d’unmélange de kétamine et de xylazine pour sédater l’animal, les lapins ayant tendance àrester en apnée lorsqu’ils sont soumis directement à une anesthésie gazeuse.Plusieurs études in vivo ont été réalisées pour tester la posologie de ces protocolessur l’animal, par la surveillance des paramètres physiologiques (température interneet fréquence réspiratoire). Les protocoles ont été évalués sur des critères tels que latolérance et l’absence de danger pour l’animal (critères importants dans le cadre du suivisur plusieurs mois du même lot d’animaux), la reproductibilité, et la durée d’anesthésie(critère important puisque la durée du protocole total d’IRM, environ trois heures, estassez longue).
Le protocole d’anesthésie suivant a été retenu et utilisé sur tous les animaux de cetteétude:
− Induction de l’anesthésie par l’injection intra-musculaire d’un mélange de kétamine(22 mg/kg) et de xylazine (1,65 mg/kg) (Ketamine HCl / Xylazine HCi solution,K-4138-10ml, Sigma).
− Maintien de l’anesthésie par inhalation d’isoflurane (environ 1,5%)(Ærane R©, BaxterS.A.) porté par un mélange de dioxygène (0,6 l/min - O2 Alpha gaz 2, Air Liquide) etde protoxyde d’azote (0,6 l/m - N2O N48, Air Liquide).
Ce protocole permet de maintenir facilement l’animal sous anesthésie pendant troisheures.Pendant toute la durée de l’anesthésie, la fréquence respiratoire du lapin est surveilléegrâce à un capteur de pression positionné sur sa cage thoracique et relié par fibre optiqueà un ordinateur équipé du logiciel « PC-SAM Software » (Small Animal Monitoringand Gating System - Model 1025, SA Instrument, Inc.) permettant d’enregistrerles paramètres physiologiques de l’animal. Cette précaution supplémentaire permetd’adapter à chaque animal la quantité d’isoflurane inhalée pendant toute la durée del’examen d’IRM.
4.2.1.6 Prélèvement des DIV pour les études histologiques

(Réalisé avec W. Même, Laboratoire de Neurobiologie, Université d’Orléans)Les animaux du groupe « Témoins » ainsi que deux des animaux du groupe « Lésés »ont été sacrifiés à la fin du protocole, seize semaines après l’intervention chirurgicale,par inhalation de dioxyde de carbone (CO2, Air Liquide).Les DIV L2-L3, L3-L4 et L4-L5 ont été repérés et prélevés en bloc. Les blocs ont été placésimmédiatement dans des tubes individuels remplis de liquide de Bouin (Liquide de Bouinacqueux, Réactifs RAL) permettant la conservation des tissus pendant 24 heures. Ceséchantillons ont ensuite été envoyés à l’INSERM UMRS 747 pour faire l’objet d’étudeshistologiques (Cf. Chapitre 4, Paragraphe 4.2.3).
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4.2.2 Étude par IRM
4.2.2.1 Modalité du suivi longitudinal in vivo de la dégénérescence discalePour cette étude, les animaux du groupe « Contrôles » ont subi un examen d’IRM completjuste après l’intervention chirurgicale pour obtenir des données « Contrôles » (stade S0).Les animaux du groupe « Lésés » ont suivi le protocole d’IRM avant (stade S0) et unesemaine (stade S1), deux semaines (stade S2), quatre semaines (stade S4), huit semaines(stade S8), douze semaines (stade S12) et seize semaines (stade S16) après l’induction dela dégénérescence discale.
4.2.2.2 MatérielTous les examens d’IRM de cette étude ont été réalisés sur notre spectromètre imageurd’un champ de 9,4 T (Cf. Chapitre 3, Paragraphe 3.1.21).La bobine de type demi-cage d’oiseau dédiée à l’RM des DIV de lapin et développée aulaboratoire (Cf. Chapitre 3, Paragraphe 3.1) a été utilisée pour toutes les acquisitionspar IRM de cette étude. Cette bobine a été fixée sur un berceau (demi-cylindre dePlexiglax R©) comprenant un masque d’anesthésie, un système de contention de l’animalet un système de chauffage (circuit d’eau chaude) permettant de palier à l’hypothermiependant l’anesthésie (Cf. Figure 4.1).

Figure 4.1 Sonde dédiée à l’IRM du rachis de lapin à 9,4 T. Cette sonde comprend la bobineRF développée au laboratoire (Cf. Chapitre 3, Paragraphe 3.1), un masque d’anesthésie, unsystème de contention de l’animal (bandes auto-agrippantes) et un système de chauffage.
4.2.2.3 Acquisition des images pondérées en ρ, T1 et T2Pour cette étude, des images pondérées en densité de protons, T1 et T2 ont étéenregistrées. Ces images ont été acquises en coupes sagittales, pour quinze coupesjointives, avec le protcole « RARE ». Les coupes ont été centrées sur l’axe des disquesintervertébraux.
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Les paramètres géométriques et de pondération utilisés pour ces acquisitions, sont ceuxoptimisés dans le Chapitre 3 - Paragraphe 3.2.2.
4.2.2.4 Mesure des paramètres quantitatifsLe temps de relaxation T2 a été déterminé grâce au protocole « MSME T2 MAP », poursept coupes sagittales jointives centrées sur l’axe des DIV et correspondant donc auxcoupes des images pondérées en ρ, T1 et T2.Les paramètres géométriques et d’acquisition utilisés pour la quantification du T2, sontceux optimisés dans le Chapitre 3 - Paragraphe 3.2.3.
Les valeurs du temps de relaxation T2, moyennées sur les différentes ROI délimitantles différentes régions du DIV, ont été calculées par le module « ISA Tool » du logiciel« ParaVision 4.0 » (Bruker), à partir de la régression non linéaire de la décroissance del’intensité du signal des échos en fonction du TE (Cf. Chapitre 1, Paragraphe 1.2.5).Les cartographies T2 ont été générées à partir de cette régression non linéaire.
Le coefficient de diffusion apparent a été déterminé à partir du protocole « DtiStandard »en mode « DW MultishotTrace » pour une seule coupe centrée sur l’axe des DIV.Les paramètres géométriques et d’acquisition utilisés pour la quantification du CDA, sontceux optimisés dans le Chapitre 3 - Paragraphe 3.2.3.Les valeurs du coefficient de diffusion apparent, moyennées sur différentes ROI du DIV,ont été calculées par le module « ISA Tool » du logiciel « ParaVision 4.0 » (Cf. Chapitre1, Paragraphe 1.2.6.2).
4.2.2.5 Analyse des imagesL’ensemble des pondérations et mesures de paramètres d’IRM a permis d’obtenirplusieurs paramètres quantitatifs pour les différents stades de l’étude, caractérisantl’évolution de la dégénérescence discale pendant quatre mois après la réalisation dela lésion chirurgicale.

Figure 4.2 Mesure de la hauteur discale en cinq points du DIV, représentée sur une coupesagittale pondérée en densité de protons et zoomée.
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La hauteur discale moyenne a été mesurée pour chaque DIV à partir des imagespondérées en densité de protons, sur la coupe sagittale centrale [38, 123–124]. Cettemesure a été effectuée en cinq points du DIV (Cf. Figure 4.2) pour chaque disque et lesdonnées obtenues ont été moyennées.
À partir des images présentant un contraste en densité de protons, T1 et T2, nousavons déterminé les ROI délimitant les différentes zones des DIV (Cf. Figures 4.3). Lapondération en densité de protons permet de délimiter une ROI englobant le disque (NP+ AF) et notée « Disque ». La ROI englobant la totalité du NP (notée NP) a été déterminéesur les images pondérées en T2 [38, 41]. Les images pondérées en T1 permettent dedéfinir les ROI délimitant les plateaux vertébraux supérieurs et inférieurs [42] (notéesrespectivement PVsup et PVinf). Pour finir une ROI à été dessinée dans l’AF (notée AF).
Les aires des disques, des NPs et des plateaux vertébraux ont été mesurées par« ParaVision 4.0 » à partir des ROI « Disque », « NP » et « PVsup et PVinf » respectivement.Pour toutes les ROI, le niveau de signal en densité de protons et en T1 a été déterminéavec « ParaVision 4.0 ».Nous avons également quantifié les valeurs du paramètre T2 et du CDA moyen danschacune des ROI.

Figure 4.3 Positionnement des ROI délimitant les différentes zones du DIV, représenté surune coupe sagittale pondérée en densité de protons et zoomée. L’ensemble des ROI déterminéesà partir des différents contrastes a été regroupé sur une seule image. NP (Bleu) - AF (Vert) -Disque (Rose) - PV (Blanc).
Dans le cadre de cette étude longitudinale et quantitative, il est important d’avoir uneréférence sur la variation des paramètres quantitatifs, permettant de prendre en comptedans l’évolution de ces paramètres, les variations liées à l’appareillage et non à ladégénérescence des tissus. Pour ce protocole d’IRM il est difficile de positionner dansle champ de vue des images un échantillon de référence, comme par exemple untube d’eau. En effet, ce tube devrait pour cela être situé sous le dos du lapin, contrela bobine. Par contre, la solution de prendre une référence endogène dans des tissushomogènes, visibles dans le champ de vue et ne subissant pas de modifications au coursde la dégénérescence discale, est possible.
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Il a donc été choisi de définir deux ROI supplémentaires dans les muscles dorsaux (Cf.Figure 4.4) et d’y recueillir chacun des paramètres quantitatifs détaillés précédemmentpour pouvoir normaliser nos valeurs.

Figure 4.4 Positionnement des ROI de référence, représenté sur une coupe sagittalepondérée en densité de protons.
4.2.2.6 Traitement des donnéesLes données quantitatives obtenues ont été traitées avec « Microsoft Office Excel »(Version 11.0.8200.0, Copyright C© 1982-2003 Microsoft Corporation) et « XLSTAT »(Version 2008.6.01, Copyright C© Addinsoft 1995-2008).Pour les paramètres quantitatifs d’IRM (valeurs du T2 et du CDA moyen, intensités dusignal sur les images pondérées en T1 et ρ), les données ont été normalisées par rapportaux données de référence.
A. Évolution des paramètres quantitatifs au cours de la dégénérescence discale:Les données quantitatives normalisées (intensités du signal pondéré en ρ et en T1, valeursdu T2 et du CDA moyen) du groupe « Lésés », ainsi que les données quantitativesmorphologiques (hauteur discale moyenne et aires du disque, du NP et des PV) ontété moyennées (N=18) pour l’ensemble des disques et pour chaque stade du suivilongitudinal. Les écarts type ont été calculés pour ces données.Les moyennes et écarts type (N=6) ont également été calculés pour l’ensemble desdonnées du groupe « Contrôles ».Ces résultats ont été représentés sous forme d’histogrammes pour étudier la variationsdes différents paramètres d’IRM au cours de la dégénérescence discale.
C. Différenciation des disques sains et dégénératifs:Une analyse statistique des données quantitatives a été réalisée avec un test deMann-Whitney, pour un seuil de significativité, p, de 5%.Cette analyse permet de tester la capacité des paramètres quantitatifs choisis pour cetteétude à différencier les disques sains des disques dégénératifs, et de déterminer lesparamètres les plus discriminants.



Chapitre 4: Étude longitudinale et quantitative de la dégénérescence discale chez le lapin...

122 4.2 Matériel et méthodes

Les tests statistiques ont été effectués pour les différents stades, pour vérifier la possibilitéd’identifier les stades précoces de dégénérescence discale.
B. Modifications de la différenciation tissulaire entre le NP et l’AF au cours de la
dégénérescence discale:Nous avons cherché à évaluer la perte de différenciation tissulaire entre le NP et l’AF aucours de la dégénérecence discale. La différence entre les valeurs des deux tissus auxdifférents stades de dégénérescence a été calculée. L’évolution de cette différence a étéétudiée au cours du temps et représentée sous forme d’histogrammes. Les paramètresconsidérés sont les suivants:
− L’intensité du signal pondéré en densité de protons
− L’intensité du signal pondéré en T1
− La valeur du T2
− La valeur du CDA moyen
4.2.3 Études histologiques

(Réalisées par l’équipe de F. Rannou - INSERM UMRS 747, Paris)

4.2.3.1 Préparation des coupesAprès le prélèvement des blocs vertébraux et leur fixation pendant 24 heures dans duliquide de Bouin, ces échantillons ont été rincés abondamment à l’eau puis décalcifiésà température ambiante dans des bains successifs de différentes concentrations dedécalcifiant (Labonord):
− Incubation pendant 48 heures dans une solution de décalcifiant à 33%
− Incubation pendant 48 heures dans une solution de décalcifiant à 50%
− Incubation pendant 25 jours dans du décalcifiant. Le bain de décalcifiant est changétous les six jours.
Les échantillons ont ensuite été à nouveau rincés à l’eau puis déhydratés à unetempérature de 4oC dans des bains successifs de différentes concentrations d’éthanol:
− Incubation pendant 48 heures dans une solution d’éthanol à 75%
− Incubation pendant 48 heures dans une solution d’éthanol à 95%
− Incubation pendant 48 heures dans de l’éthanol à 100%
Après l’étape de déshydratation, les blocs de trois DIV ont été coupés en tronçons aumilieu des vertèbres pour individualiser les DIV.Chaque tronçon a été inclu dans de la paraffine (Paraplast DMSO, Labonord). L’inclusiona été faite à 56o C sur plusieurs jours dans des bains successifs de paraffine.Les blocs ont ensuite été sectionnés en série au microtome en coupes sagittales de5 µm d’épaisseur. Les coupes obtenues ont été placées sur lame de verre et colorées àl’hématoxyline (incubation à température ambiante pendant 6 minutes - Solution d’éosine
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d’hématoxyline, Labonord). Les lames ont ensuite été rincées à l’eau distillée puis coloréesà l’éosine (incubation à température ambiante pendant 4 minutes - Solution d’éosine 2g/100 ml, Labonord). Elles ont été à nouveaux rincées à l’eau distillée puis incubéespendant 20 secondes dans de l’éthanol (70%, 95% puis 100%). Pour finir une lamelle estcollée sur les coupes (Colle Eukitt, Labonord).

4.3 Résultats
4.3.1 Étude par IRM
4.3.1.1 Évolution des paramètres quantitatifs au cours de la dégénérescencediscale
A. Paramètres géométriques:La Figure 4.5 représente l’évolution de la hauteur discale moyenne (Partie A), des airesdu NP et du disque (Partie B) ainsi que celles des plateaux vertébraux (Partie C) pourtous les stades de l’étude. Le Tableau 4.1 récapitule les résultats des tests statistiquesobtenus pour les données de la hauteur discale moyenne (A) et de l’aire du NP (B).

Figure 4.5 Évolution de la hauteur discale moyenne (A), des aires du disque et du NP (B)et des aires des plateaux vertébraux (C) au cours de l’étude. Les valeurs sont représentées enpourcentages et normalisées par rapport aux valeurs du groupe « Lésés » au stade S0.
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S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 <0,05 <0,05 <0,05 <0,005 <0,001 <0,0005S1 NS NS <0,05 <0,005 <0,0005S2 NS NS <0,005 <0,005S4 NS NS <0,05S8 NS NSS12 NSS16
A. Hauteur discale moyenne

S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS <0,005 <0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001S1 NS NS NS <0,05 <0,05S2 NS NS NS NSS4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
B. Aire du NP

Tableau 4.1 Résultats des tests statistiques réalisés sur les données morphologiques: hauteurdiscale moyenne (A) et aire du NP (B). Le seuil de significativité est de 5%. (NS: Non significatif).
Ces résultats montrent une diminution progressive de la hauteur discale moyenne aucours de la dégénérecence discale. Cette diminution est significative dès le stade S1 avecune diminution de près de 20% par rapport aux données S0. La perte de hauteur discales’accentue avec l’évolution de la dégénérescence discale et montre une perte de 30% austade S4 et de près de 50% au stade S16.L’ensemble des résulats des études statistiques permet d’identifier plusieurs stades dansla diminution de la hauteur discale moyenne. La première évolution est détectable unesemaine après la lésion des DIV. Les stades suivants interviennent huit, douze et seizesemaines après l’induction de la dégénérescence (Cf. Tableau 4.1).
Concernant l’aire du NP, ces données montrent une diminution progressive, avec uneperte significative d’environ 50% entre les stades S0 et S16. La diminution de l’aire du NPau cours de la dégénérescence discale est un paramètre très discriminant pour identifierles stade précoces de dégénérescence puisque les variations observées sont significativesdès le stade S2 avec p < 0,005.Les données statistiques montrent des stades dans l’évolution de l’aire du NP à deux,quatre, huit et douze semaines après la lésion des DIV.
Pour les aires du disque et des PV des DIV du groupe « Lésés », aucune différencessignificative n’a été obtenue au cours de la dégénérescence discale.
Pour l’ensemble de ces résultats, aucune différence significative n’a été observée au stadeS0 entre les données des DIV du groupe « Contrôles » celles des DIV du groupe « Lésés ».Les données du groupe « Contrôles » ne montrent aucune évolution significative au coursdu suivi longitudinal.
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B. Paramètres d’IRM:La Figure 4.6 présente l’évolution de l’intensité du signal mesurée sur les imagespondérées en densité de protons dans les régions du NP et de l’AF (A) et des PV (B).Le Tableau 4.2 résume les résultats des tests statistiques obtenus pour les variations desintensités du signal mesurées dans tous les tissus du DIV sur les images pondérées endensité de protons.

Figure 4.6 Évolution au cours de la dégénérescence discale des intensités du signal mesuréessur les images pondérées en ρ dans le NP et l’AF (A) et les PV (B). Les valeurs sont représentéesen pourcentages et normalisées par rapport aux valeurs obtenues pour le NP du groupe« Lésés » au stade S0.
Pour ces résultats, on observe une diminution progressive de l’intensité du signalpondéré en ρ pour les différentes régions du DIV (NP, AF, PVsup et PVinf).Cette diminution de signal est significative pour toutes les régions du DIV à partir dustade S4 (Cf. Tableau 4.2) et permet donc d’identifier les DIV dégénératifs un mois aprèsl’induction de la dégénérescence discale.Pour le NP, la diminution de ce paramètre est de l’ordre de 20% au stade S4 , 25% austade S8 et 35% aux stades S12 et S16. Pour l’AF, une perte de signal de l’ordre de 40%est observée entre les stades S0 et S16. En ce qui concerne les plateaux vertébraux, ladiminution du signal pondéré en ρ est proche de 35% et 50% entre les stades S0 et S16pour les PVsup et PVinf respectivement.L’étude des résultats statistiques met en évidence des étapes dans l’évolution de ceparamètre. Pour tous les tissus, nous pouvons mettre en évidence des variationsimportantes aux stades S4, S8 et S12 du suivi longitudinal.
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S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001S1 NS NS NS <0,05 <0,05S2 NS NS NS NSS4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
A. Signal ρ du NP

S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS <0,05 <0,005 <0,0005 <0,0005S1 NS NS NS <0,01 <0,01S2 NS NS <0,05 <0,005S4 NS <0,05 <0,05S8 <0,05 <0,05S12 NSS16
B. Signal ρ de l’AF

S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS <0,05 <0,005 <0,005 <0,005S1 NS NS NS <0,05 <0,05S2 NS NS NS NSS4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
C. Signal ρ du PVsup

S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS <0,005 <0,0005 <0,0005 <0,0005S1 NS NS NS <0,05 <0,05S2 NS NS NS NSS4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
D. Signal ρ du PVinf

Tableau 4.2 Résultats des tests statistiques réalisés sur les intensités du signal pondéré en ρmesurées pour le NP (A), l’AF (B), le PVsup (C) et le PVinf (D). Le seuil de significativité est de5%. (NS: Non significatif).
Concernant l’évolution des intensités du signal pondéré en T1 mesurées dans les tissus duDIV au cours de la dégénérescence, aucune différence significative n’a pu être observée(Cf. Figure 4.7).
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Figure 4.7 Évolution au cours de la dégénérescence discale des intensités du signal mesuréessur les images pondérées en T1 dans le NP et l’AF (A) et les PV (B). Les valeurs sont représentéesen pourcentages et normalisées par rapport aux valeurs de T1 obtenues pour le NP du groupe« Lésés » au stade S0.
La Figure 4.8 montre l’évolution au cours de la dégénérescence des valeurs du T2quantifiées dans le NP et l’AF (Partie A) et pour les PV (Partie B).Le Tableau 4.3 présente les résultats des tests statistiques obtenus pour les variations desvaleurs du T2 dans le NP (Partie A) et l’AF (Partie B).

Figure 4.8 Évolution au cours de la dégénérescence discale des valeurs du T2 quantifiées dansle NP et l’AF (A) et les PV (B). Les valeurs sont représentées en pourcentages et normaliséespar rapport aux valeurs de T2 obtenues pour le NP du groupe « Lésés » au stade S0.
Pour les régions du NP et de l’AF, on observe une diminution des valeurs du T2. Pourle NP, cette diminution est forte et significative à partie du stade S8 (p < 0,005), avecune diminution de l’ordre de 30% au stade S8 et 35% au stade S16. La diminution du T2est plus faible pour l’AF et est de l’ordre de 25% entre les stades S0 et S16. Pour l’AFles variations observées pour le paramètre T2 sont également significatives à partir dustade S8 (p = 0,02).L’étude de l’ensemble des résultats des tests statistiques montre des étapes importantesdans la variation du T2. Pour le NP, ces étapes correspondent aux stades S8 et S12 dusuivi. Pour l’AF, des variations significatives du T2 sont observées huit et seize semainesaprès l’induction de la dégénérescence discale (Cf. Tableau 4.3).
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S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS NS <0,005 <0,001 <0,001S1 NS NS <0,005 <0,001 <0,001S2 NS <0,05 <0,05 <0,05S4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
A. T2 du NP

S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS NS <0,05 <0,05 <0,005S1 NS NS NS NS NSS2 NS NS NS NSS4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
B. T2 de l’AF

Tableau 4.3 Résultats des tests statistiques réalisés sur les données du T2 obtenues pour leNP (A) et l’AF (B). Le seuil de significativité est de 5%. (NS: Non significatif).
La Figure 4.9 montre l’évolution au cours des stades de dégénérescence des valeurs duCDA moyen quantifiées dans les différents tissus du DIV: le NP et l’AF (Partie A) et lesPV (Partie B).Le Tableau 4.4 résume les résultats des tests statistiques pour les valeurs du CDA moyendéterminées dans le NP.

Figure 4.9 Évolution au cours de la dégénérescence discale des valeurs du CDA moyenquantifiées pour le NP et l’AF (Partie A) et pour les PV (Partie B). Les valeurs sont représentéesen pourcentages et normalisées par rapport aux valeurs obtenues pour le NP du groupe« Lésés » au stade S0.
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S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,0005S1 NS NS NS NS <0,01S2 NS NS NS <0,05S4 NS NS NSS8 NS NSS12 NSS16
Tableau 4.4 Résultats des tests statistiques réalisés sur les données du CDA moyen obtenuespour le NP. Le seuil de significativité est de 5%. (NS: Non significatif).

Il y a une diminution progressive des valeurs du CDA pour le NP. Cette décroissance desvaleurs de CDA moyen est significative (p =0,03) dès le stade S2 et permet de différencierles DIV sains des DIV dégénératifs pour les stades précoces de dégénérescence discale.La diminution du CDA moyen pour le NP est de l’ordre de 30% au stade S2 et 50%au stade S16. Les résultats des études statistiques montrent que les variations les plussignificatives dans l’évolution du CDA moyen du NP surviennent deux et seize semainesaprès la lésion des DIV.Les données statistiques obtenues pour l’AF montrent que la diminution du CDA moyendans ce tissu n’est pas significative quelque soit le stade de l’étude considéré.
Pour l’ensemble des résultats présentés dans cette partie, aucune variation significativen’a été observée pour certains paramètres tels que l’intensité du signal mesurée sur lesimages pondérées en T1 (pour tous les tissus), le CDA moyen quantifié dans l’AF et lesvaleurs du T2 et celles du CDA moyen quantifiées pour les PV.
On notera également que pour tous les paramètres quantitatifs d’IRM, aucune différencesignificative n’a été observée au stade S0 entre les données des DIV du groupe« Contrôles » et celles des DIV du groupe « Lésés ». Les données du groupe « Contrôles »ne montrent aucune évolution significative au cours du suivi longitudinal.
4.3.1.2 Modifications de la différenciation tissulaire entre le NP et l’AF aucours de la dégénérescence discaleLa Figure 4.10 présente l’évolution de la différence entre les valeurs calculées pour le NPet l’AF pour le paramètre T2 et l’intensité du signal mesurée sur les images pondéréesen ρ (Partie A). Les résulats obtenus pour l’intensité du signal mesurée sur les imagespondérées en T1 et le CDA moyen sont présentés sur la Partie B.Le Tableau 4.5 présente les données statistiques obtenues pour l’intensité du signalpondéré en ρ et le T2.
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Figure 4.10 Modification de la différenciation tissulaire entre le NP et l’AF au cours de ladégénérescence discale, observée pour le paramètre T2 et l’intensité du signal pondéré en ρ (A)et pour le CDA moyen et l’intensité du signal pondéré en T1 (B). Les valeurs sont représentéesen pourcentages et normalisées par rapport aux valeurs obtenues au stade S0 pour l’intensitédu signal pondéré en ρ (A) et pour le CDA moyen (B).
S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS NS <0,05 <0,005 <0,0005S1 NS NS NS NS <0,005S2 NS NS NS <0,005S4 NS NS <0,05S8 NS <0,05S12 <0,05S16

A. S(ρ) NP - S(ρ) AF
S0 S1 S2 S4 S8 S12 S16S0 NS NS NS NS <0,0005 <0,0001S1 NS NS NS NS <0,0005S2 NS NS NS <0,0005S4 NS NS <0,005S8 NS <0,05S12 <0,05S16

B. T2 NP - T2 AF
Tableau 4.5 Résultats des tests statistiques réalisés sur les différences de valeurs entre le NPet l’AF pour l’intensité du signal pondéré en ρ (A) et le T2 (B). Le seuil de significativité est de5%. (NS: Non significatif).

On observe une perte progressive de la différence entre les tissus du NP et de l’AF pourle paramètre T2 et le signal pondéré en ρ. Cette perte de différentation tissulaire estsignificative à partir du stade S8 pour le signal pondéré en ρ et du stade S12 pour leparamètre T2. La diminution est de l’ordre de 50% pour ces deux paramètres entre lesstades S0 et S16.Pour l’intensité du signal pondéré en T1 et le CDA moyen, aucune variation significativede ces données n’a été observée au cours de la dégénérescence discale.
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4.3.1.3 BilanLe Tableau 4.6 résume l’ensemble des résultats quantitatifs obtenus par IRM pour cetteétude.
Type Paramètres Résultats

Morphologie Aire du NP Diminution significative - Stade S2Hauteur discale moyenne Diminution significative - Stade S1S(ρ) du NP Diminution significative - Stade S4S(ρ) de l’AF Diminution significative - Stade S4
IRM S(ρ) des PV Diminution significative - Stade S4T2 du NP Diminution significative - Stade S8T2 de l’AF Diminution significative - Stade S8CDA moyen du NP Diminution significative - Stade S2
IRM S(ρ) - Différenciation NP-AF Diminution significative - Stade S8T2 - Différenciation NP-AF Diminution significative - Stade S12

Morphologie Aire du disque Non SignificatifsAire des PVS(T1) - NP, AF et PVT2 des PVIRM CDA moyen - AF et PV Non SignificatifsS(T1) - Différenciation NP-AFCDA moyen - Différenciation NP-AF
Tableau 4.6 Résumé des paramètres utilisés pour l’étude et de leur significativité pour lesstades de dégénérescence considérés.

4.3.2 Études histologiques
4.3.2.1 Observation des coupes histologiquesLa Figure 4.11 présente les coupes histologiques obtenues dans un plan passant par leNP (centre du DIV), pour un DIV sain du groupe « Témoins » (Partie A) et un DIV dugroupe « Lésés » seize semaines après l’induction de la dégénérescence discale.
Sur la coupe du DIV sain, on observe le NP au centre, le plateau vertébral supérieur dela vertèbre sus-jacente et le plateau vertébral inférieur de la vertèbre sous-jacente (Cf.Figure 4.11 - Partie A). Cette coupe montre la structure lamellaire de l’AF et celle del’annulus interne qui est moins organisée et représente la zone de transition entre le NPet l’AF.
Seize semaines après la lésion chirurgicale, le DIV du groupe « Lésés » montre des signesévidents de dégénérescence discale. Pour ce DIV, on observe la perte de différenciationtissulaire entre le NP et l’AF, avec la disparition de la structure du NP. Le centre du DIVprésente maintenant une structure mixte qui se rapproche de celle de l’annulus interne.
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La structure lamellaire de l’AF est toujours présente mais est moins organisée que pourle DIV sain.

Figure 4.11 Coupes histologiques obtenues dans un plan passant par le NP, pour un DIV sain(A) et un DIV dégénératif correspondant au stade S16 de l’étude (B).
Ces premières observations sont maintenant à confirmer par des études histologiquesplus appronfondies. Ces études concernent une visualisation précise des coupeshistologiques au microscope, l’évaluation de la proportion de protéoglycanes et lecomptage de cellules pour la caractérisation de l’apoptose.

4.4 Discussion
Pour l’ensemble des données quantitatives obtenues par IRM, il n’a pas été possible demettre en évidence des différences statistiques significatives entre les données obtenuespour le groupe « Contrôles » juste après l’intervention chirurgicale et celles obtenuespour le groupe « Lésés » avant la lésion des DIV.Pour l’ensemble des données obtenues pour le groupe « Contrôles », aucune différencesignificative n’a été observée entre les différents stades de dégénérescence, et ce pourtous les paramètres quantitatifs.
Ces résultats indiquent que la procédure chirurgicale sans lésion des DIV n’induit pas demodification observable en IRM au niveau des tissus des disques intervertébraux pour lesstades étudiés. Les DIV du groupe « Contrôles » présentent les mêmes caractéristiquesque des DIV sains, en ce qui concerne les modifications mesurables par notre protocole.Les changements dégénératifs observés pour les DIV du groupe « Lésés » sont donc àassocier uniquement à la ponction-aspiration du NP.
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On notera ici que les animaux du groupe « Contrôles » n’ont suivi le protocole d’IRM quejusqu’au stade S8. Aucune modification des paramètres n’ayant été observée deux moisaprès la chirurgie, l’hypothèse d’un changemement des paramètres lié à cette chirurgiepour les stades suivants nous a semblé peu probable.
Les résultats obtenus par IRM sur l’évolution de la dégénérecence discale in vivopour les DIV du groupe « Lésés » montrent une diminution importante de la hauteurdiscale moyenne (50%) et de l’aire du NP (50%) quatre mois après l’induction de ladégénérescence discale.Les résultats obtenus sur la perte de hauteur discale sont cohérents avec le phénomènede pincement du disque intervertébral au cours de sa dégénérescence. Ce phénomèneest largement reporté dans la littérature [8, 48, 123–125]. Ce paramètre morphologiqueprésente des résultats significatifs dès le stade S1, et permet donc d’identifier les disquesdégénératifs dès les premiers stades de dégénérescence.Pour la diminution de l’aire du NP, nos résultats sont cohérents avec les travaux deSobajima et al. [38] réalisés in vivo chez le lapin (IRM 1,5 T). Cette étude met enévidence une diminution significative de l’aire du NP, mesurée également à partird’images pondérées en T2, au cours du processus de dégénérescence discale. Cettediminution de l’aire du NP n’est significative que six semaines après l’induction de ladégénérescence avec une diminution de moins de 10% alors qu’elle est significative dèsle stade S2 de notre étude avec une diminution de 30%. Le protocole de lésion des DIVutilisé pour cette étude est différent du nôtre et comprend uniquement la ponction duDIV, ce qui peut expliquer que les signes de dégénérescence induits soient moins sévèresque ceux observés pour notre étude.Les données obtenues pour l’aire du DIV ne montrent aucune variation significative aucours de l’étude. Associés à la diminution significative de la hauteur discale moyenne, cesrésultats indiquent un écrasement et un étalement du DIV au cours de la dégénérescence.Ces données sont cohérentes avec les observations faites sur les images acquises aucours de l’étude.
En ce qui concerne les mesures de l’intensité du signal sur les images pondérées en ρ,on observe pour tous les stades de l’étude que ce signal est plus important dans le NPque dans l’AF et les PV. Ce paramètre permet d’avoir accès à la proportion en eau dansles tissus du DIV [96] et ces résultats sont en accord avec le fait que le NP est le tissu leplus hydraté du DIV [10].La diminution de l’intensité du signal du DIV sur les images pondérées en ρ au cours del’étude met en évidence la déshydratation progressive de l’ensemble des tissus du DIVau cours de l’évolution de la dégénérescence discale [10, 48]. Cette déshydratation estde l’ordre de 35% pour le NP et de 40% pour l’AF quatre mois après l’induction de ladégénérescence discale.
Pour les résultats obtenus sur le paramètre T2, on observe bien des valeurs de T2 plusimportantes dans le NP que pour l’AF, ce qui est comparable aux résultats de la littérature[1, 45].
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Nos résultats mettent en évidence une diminution des T2 du NP et de l’AF au coursde la dégénérescence discale et sont là encore en accord avec les résultats d’étudesprécédentes [1, 45–48]. Ils correspondent également à la diminution de l’intensité dusignal pondéré en ρ observée dans ces tissus.La diminution du T2 pour le DIV dégénératif traduit la perte du contenu en liquide [36,46, 48] et la modification de la structure de la matrice extra-cellulaire du DIV [1, 4, 49].Quatre mois après l’induction de la dégénérescence discale, cette diminution du T2 estde 35% pour le NP et de 20% pour l’AF.Les valeurs moyennes obtenues pour le T2 du DIV sain chez le lapin sont de 75 ±9 mspour le NP et de 46 ±11 ms pour l’AF. Ces données sont en accord avec nos résultatsprécédents [105] mais sont difficilement comparables à ceux reportés dans d’autresétudes réalisées in vivo sur le DIV de lapin compte tenu des différences importantesd’intensité du champ magnétique.Pour les PV, les résultats obtenus pour la quantification du paramètre T2 ne sont passignificatifs alors qu’une diminution du signal pondéré en ρ indique une déshydratationsigificative (p<0,05) de ces tissus dès le stade S4. Ces résultats suggèrent une perte de laproportion en eau dans les PV, mais sans modification de la viscosité du tissu, ce qui peutexpliquer qu’il n’y a pas de variation significative du T2. À ce stade de dégénérescence, onpeut penser que les PV se déshydratent mais sans modification majeure de la structuretissulaire.
Concernant les résultats obtenus pour la quantification de CDA moyen dans les tissusdu DIV, on constate que nos valeurs de CDA moyen sont toujours plus importantes dansle NP que dans l’AF et les PV, traduisant le fait que le NP est le tissu le plus hydraté etle moins organisé du DIV, et donc celui où la diffusion des molécules d’eau est la pluslibre [10]. Ces résultats sont en accord avec la littérature [1, 9, 50].Pour cette étude, nous observons une diminution du CDA moyen du DIV au cours de ladégénérescence discale. Cette diminution n’est significative que dans le NP et est de 50%quatre mois après la lésion des DIV. Une diminution du CDA moyen dans les disquesdégénératifs a également été observée dans des travaux précédents [1, 9, 47, 52]. Cettevariation du CDA moyen est cohérente avec la déshydratation du DIV représentée parla diminution du signal pondéré en ρ.Des études ont montré qu’il existe une corrélation entre la diminution du CDA moyenpendant la dégénérescence et la perte de la proportion de GAG et la dégradation desfibres de collagène dans le DIV [1, 9]. La diminution du CDA moyen observée dans lecadre de notre étude pourrait donc être également le signe d’une modification de lacomposition de la matrice extra-cellulaire du NP.Le CDA moyen ne donne de résultats significatifs que pour le NP, mais ce paramètrereste très discriminant puisqu’il permet d’identifier les DIV dégénératifs dès le stade S2de l’étude.Pour les valeurs de CDA quantifiées dans l’AF et les PV, aucune variation significative n’aété mise en évidence au cours de la dégénérescence discale. Il est possible qu’à ce stadede la dégénérescence, les modifications de la structure de ces deux tissus ne soient passuffisantes pour que nous puissions les détecter. Antoniou et al. ont présenté des résultatssur la variation des valeurs de CDA moyen dans le NP et l’AF au cours du processus
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de dégénérescence discale. Ces données montrent des variations significatives du CDAmoyen du NP dès les premiers stades de dégénérescence alors que l’AF ne donne derésultats significatifs que pour le stade le plus sévère [9].Contrairement aux résultats présentés dans certaines études, il n’a pas été possibled’observer une direction privilégiée de diffusion dans les tissus de l’AF [51, 53]. Ce tissuest un tissu structuré où la diffusion des molècules est anisotrope. Une hypothèse pouvantexpliquer que nous ne détectons pas cette anisotropie concerne la résolution spatiale desimages pondérées en diffusion utilisées pour la quantification du CDA. Cette résolutionspatiale est trop faible (résolution dans le plan de (468 µm )2, épaisseur de coupe de 2mm) pour pouvoir détecter des variations de diffusion sur une structure aussi fine quel’arrangement en couches concentriques de l’AF.
Pour les mesures d’intensité du signal sur les images présentant un contraste en T1, iln’y a pas d’évolution significative de ces données. Aucun hyper-signal, pouvant traduirel’apparition d’hypercalcification au niveau des PV [93], n’a été observé pour ces tissus.Le fait de travailler à très haut champ magnétique, où la variabilité du T1 est restreinte[90–92] peut expliquer qu’aucune variation significative n’a pu être mise en évidence pource paramètre.Les images présentant un contraste en T1 sont utilisées en routine clinique pour identifierles anormalités anatomiques pour les stades sévères de dégénérescence discale [42]. Ilest également possible que les stades de dégénérescence considérés pour cette étudesoient trop précoces pour que des modifications significatives soient détectables grâce àce paramètre.
Concernant la différenciation tissulaire entre le NP et l’AF, les résultats obtenus pour leT2 et l’intensité du signal pondéré en ρ montrent que les différences entre ces deux tissusont tendance à s’estomper avec la dégénérescence du disque. L’AF et le NP d’un DIV saindiffèrent principalement par leur proportion en eau (S(ρ) différents), leur organisationtissulaire et leur matrice extra-cellulaire (T2 différents) [10]. Avec la dégénérescence, leNP se déshydrate et sa structure et la composition de sa matrice se modifient pour serapprocher de celles de l’annulus interne [10], ce qui explique une harmonisation del’intensité du signal pondéré en ρ et des valeurs du T2 des deux tissus.
Les premiers résultats histologiques mettent en évidence des différences entre les coupesd’un DIV sain du groupe « Témoins » et celles d’un DIV du groupe « Lésés » au stadeS16.Ces observations montrent que la lésion chirurgicale des DIVs induit des modificationsde la structure du DIV telle que la disparition du NP qui est remplacé par une structureproche de celle de l’annulus interne, ainsi qu’une légère perte de l’organisation lamellairede l’AF.Ces observations sont cohérentes avec les résultats d’IRM obtenus pour le stade S16de l’étude. Nous pouvons également mettre en évidence une perte de différenciationtissulaire entre le NP et l’AF (-50% pour les paramètres S(ρ) et T2), la diminution de l’airedu NP (-50%), la modification importante de la structure du NP (-30% pour le T2 et -50%le CDA moyen) et de celle de l’AF qui est moindre (-25% pour le T2).
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La comparaison de ce travail avec les autres études reportées sur le sujet montre lecaractère original de notre étude puisqu’à présent, aucun suivi longitudinal de longuedurée de l’évolution de la dégénérescence discale par IRM quantitative à haut champmagnétique, sur un modèle animal de dégénérescence discale n’a été publié à notreconnaissance.
Le suivi de l’évolution de la dégénérescence discale sur les quatre mois suivant l’inductionde celle-ci est relativement long comparé à d’autres études [38, 55]. Il aurait été trèsintéressant de pouvoir mener cette étude in vivo sur une durée d’au minimum six moisaprès l’induction de la dégénérescence. Malgré le contrôle de la prise de poids desanimaux, il n’a pas été possible de les positionner dans notre imageur au-delà de quatremois, ce qui correspond à un âge de 25 ± 1 semaines.
Le développement d’une sonde dédiée à l’IRM du rachis de lapin et le travail à hautchamp magnétique donnent accès à des images de forte résolution spatiale et fortesensibilité. La qualité des images in vivo obtenues par IRM pour cette étude est sanscommune mesure avec celle des images présentées dans les travaux précédents [2, 38,56, 77].
Le protocole d’IRM développé pour ce projet permet d’obtenir de nombreusesinformations quantitatives, à la fois sur la morphologie et la physiologie du DIV, pour lesdifférents stades de dégénérecence. Ces différentes informations sont complémentaireset permettent d’accéder à la caractérisation de plusieurs mécanismes intervenants dansla dégénérescence discale. À notre connaissance, aucun travail sur le sujet n’a encoreintégré autant de paramètres quantitatifs d’IRM pour une étude in vivo.

4.5 Conclusion et perspectives
L’association de plusieurs contrastes et mesures de paramètres d’IRM est essentiellepour pouvoir caractériser différents aspects de la dégenérescence discale.Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que le protocole d’IRMdéveloppé pendant cette thèse permet de détecter in vivo plusieurs modificationsmorphologiques, structurelles et biochimiques qui interviennent au sein du DIV au coursde sa dégénérescence.Cette étude montre le potentiel de ce protocole d’IRM pour différencier les DIV sains etdégénératifs et pour mettre en évidence des signes précoces de dégénérescence.
Étant donné les modification morphologiques et biochimiques identifiées lors de cetteétude de la dégénérescence discale, cette méthodologie est également adaptée àl’évaluation de l’efficacité de nouveaux traitements ou de nouvelles techniques deréparation discale visant à limiter, voire à réparer les effets de la dégénérescence duDIV.



Chapitre 4: Étude longitudinale et quantitative de la dégénérescence discale chez le lapin...

4.5 Conclusion et perspectives 137

On peut noter cependant que pour le protocole d’IRM, il manque des « outils »permettant de caractériser de façon quantitative certains mécanismes du processus dedégénérescence discale, tels que la modification des proportions de PG et de collagène ausein des différents tissus du DIV. Ces paramètres d’IRM, qui concernent la quantificationdu paramètre T1ρ et l’imagerie du transfert d’aimantation, sont essentiels pour avoiraccès à une caractérisation complète mais surtout très précoce de la dégénérescencediscale.Ces méthodes d’IRM ont été développées ou optimisées au cours de ce travail dethèse, mais les résultats obtenus ne permettent pas encore leur utilisation in vivo avecle matériel dédié à l’IRM du rachis de lapin. Elles n’ont donc pas été utilisées pourcette étude. Malgré le fait que le protocole actuel permet d’apporter déjà beaucoupd’informations quantitatives sur la caractérisation de la dégénérescence discale, ilapparaît important de poursuivre le travail d’optimisation de ces méthodes in vivo.
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5.1 Introduction
Il n’existe pas aujourdhui de traitement spécifique de la dégénérescence du disqueintervertébral chez l’homme. Les moyens thérapeutiques actuellement à la dispositiondu clinicien se limitent au traitement de la douleur et des conséquences de cettedégénérescence [126–127].Les progrès de ces dernières années dans le domaine de la thérapie cellulaire, dudéveloppement des biomatériaux et sur la connaissance de la biologie du DIV, permettentd’envisager des solutions de thérapie tissulaire du disque dégénéré [126].
Dans le cadre de ce contrat CIFRE, nous avons été amenés à tester des techniques deréparation discale pour la société Abbott Spine.L’objectif des travaux présentés dans ce chapitre a été d’évaluer la biocompatibilitéde trois substituts du disque intervertébral et leur efficacité à limiter les effets de ladégénérescence discale.Ce projet comprend l’induction d’une dégénérescence discale chez le lapin et l’injectiondes différents implants dans les DIV lésés, une étude par IRM in vivo, une étuderadiographique et une étude histologique des DIV.Les différentes étapes de l’étude ont été réparties entre plusieurs intervenants et équipesde recherche, dans le cadre de collaborations gérées par Abbott Spine.
Pour ce projet, nous avons réalisé l’ensemble des tests par IRM in vivo sur l’efficacitédes implants.

5.2 Matériel et méthodes
5.2.1 Implants discaux
Les trois implants testés sont des matrices d’hydrogel directement injectables dans leDIV. Ces implants ont été fournis par la société Abbott Spine S.A. (Bordeaux). Les troisimplants seront notés hydrogel A, hydrogel B et hydrogel C au cours de l’étude.
5.2.2 Modèle animal
5.2.2.1 AnimauxCette étude a été conduite sur des lapins mâles de race « Blanc de Nouvelle Zélande »(ESD, Charles River Laboratories, France). Le protocole total comprend sept animaux.Au moment de l’induction chirurgicale de la dégénérescence discale, ces lapins étaientâgés de 9 ± 1 semaines avec un poids de 2,0 ± 0,5 kg.
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Tout au long du suivi, les animaux ont été placés en cages individuelles, nourris
ad libitum de granulés diététiques et d’eau. Un rythme nycthéméral a été maintenuartificiellement dans leur environnement.L’ensemble des études sur ces animaux a été effectué en accord avec les règles d’éthiqueet la législation européenne concernant l’expérimentation animale (European Comitteefor Care and Use of Laboratory Animals - Directive du conseil 24.00.1986 86/609/CEE).
5.2.2.2 Induction de la dégénérescence discale et injection des implants

(Réalisées par T. Lenoir, Hôpital Beaujon, Paris)La dégénérescence discale des disques lombaires L2-L3, L3-L4 et L4-L5 a été induite parune ponction-aspiration dans le NP. La procédure chirurgicale utilisée est identique àcelle décrite dans le Chapitre 4 - Paragraphe 4.2.1.3.Après la ponction-aspiration, les différentes matrices d’hydrogel (A, B ou C) ont étéinjectées dans les différents disques lésés. Certains DIV n’ont pas reçu d’implant pourservir de disques « Contrôles ».On notera ici que cette étude est totalement indépendante de celle présentée dans leChapitre 4. Pour l’étude détaillée dans le Chapitre 5, les groupes considérés sont lessuivants:
− Les DIV du groupe « Contrôles » ont subi une ponction-aspiration induisant unedégénérescence discale.
− Les DIV du groupe « Hydrogel A » ont subi la ponction-aspiration puis l’injection del’Hydrogel A.
− Les DIV du groupe « Hydrogel B » ont subi la ponction-aspiration puis l’injection del’Hydrogel B.
− Les DIV du groupe « Hydrogel C » ont subi la ponction-aspiration puis l’injection del’Hydrogel C.
− Les DIV du groupe « Témoins » sont des disques sains.
5.2.2.3 Soins post-opératoiresL’analgésie post-opératoire a été assurée pour chaque animal par une injectionintra-dermique de meloxicam (Metacam R©, Boehringer Ingelheim) à la fin de lachirurgie. Une antibioprophylaxie par de la cefalexine (0,25 mg/kg - Rilexine R©, Virbac)a ensuite été administrée par voie intra-musculaire.
5.2.2.4 Modalité du suivi dans le temps et du sacrifice des animaux- Stade S0: les animaux ont subi un examen radiographique in vivo à la fin del’intervention chirurgicale.- Stade S11: les animaux ont été examinés in vivo par IRM onze semaines aprèsl’intervention chirurgicale.- Stade S12: les animaux ont été sacrifiés douze semaines après la chirurgie parl’injection intra-veineuse d’une dose léthale de penthobabital. Un examen
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radiographique post-mortem a été effectué. Puis les DIV ont été prélevéspour les études histologiques.
5.2.3 Examens radiographiques et calcul de l’index de hauteurdiscale
Un examen radiographique a été réalisé in vivo à la fin de l’intervention et post mortemau stade S12. Les radiographies numériques ont été effectuées de profil sur le rachislombaire de l’animal.Elles ont été analysées à l’aide de l’index de hauteur discale (IHD) défini par Masuda et
al. [8] (Cf. Figure 5.1) selon la relation suivante:

IHD = 2 × (D + E + F )
A + B + C + G + H + I (5.1)

Les résultats d’IHD ont été ensuite analysés statistiquement par un test de Mann-Whitneyavec un seuil de significativité, p, de 5%.

Figure 5.1 Définition des repères pour la mesure de l’index de hauteur discale.

5.2.4 Étude par IRM
5.2.4.1 AnimauxL’étude par IRM in vivo a été réalisée onze semaines après la lésion chirurgicale des DIVet l’injection des implants. Les examens par IRM ont été faits en aveugle. L’objectif de cestests était de déterminer si les DIV étudiés présentaient des signes de dégénérescence.
Sur les sept lapins initialement prévus pour cette étude, seuls trois ont pu subir l’examenpar IRM, les trois autres animaux ayant une taille ou un poids trop importants pour êtreplacés dans l’imageur.
Pour pouvoir comparer nos résulats et déterminer l’état dégénératif ou non des DIV, nousavons choisi d’intégrer à l’étude des animaux « Témoins » pour obtenir des données surdes disques sains (N=6). Lors de leur examen par IRM, ces animaux étaient agés de 20
±1 semaines, ce qui correspond à l’âge du stade S11.
L’anesthésie des lapins a été induite par l’injection intra-musculaire d’un mélange dekétamine (22 mg/kg) et de xylazine (1,65 mg/kg) (Ketamine HCl / Xylazine HCi solution,
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K-4138-10ml, Sigma). Cette anesthésie a ensuite été maintenue dans l’imageur parl’inhalation d’isoflurane (environ 1,5% - Ærane R©, Baxter S.A.) porté par un mélangede dioxygène (0,6 l/min - O2 Alpha gaz 2, Air Liquide) et de protoxyde d’azote (0,6 l/m -N2O N48, Air Liquide).Le taux d’isoflurane a été adapté à chaque animal grâce à la surveillance de son rythmerespiratoire pendant toute la durée de l’examen.
5.2.4.2 MatérielTous les examens d’IRM de cette étude ont été réalisés sur notre spectromètre imageurd’un champ magnétique de 9,4 T (Cf. Chapitre 3, Paragraphe 3.1.2.1).La sonde (bobine demi-cage d’oiseau + berceau adapté au lapin) dédiée à l’RM du rachisde lapin a été utilisée pour toutes les acquisitions (Cf. Figure 4.1).
5.2.4.3 Acquisition des images et quantification des paramètresPour cette étude, le protocole d’acquisition utilisé est identique à celui détaillé dans leChapitre 4, Paragraphes 4.2.2.3 et 4.2.2.4. Ce protocole comprend l’acquisition d’imagespondérées en ρ, T1 et T2, la quantification du paramètre T2 et la quantification du CDAmoyen.
5.2.4.4 Analyse des imagesL’ensemble des images obtenues a été analysé comme décrit dans le Chapitre 4,Paragraphe 4.2.2.5. Pour ce protocole, l’analyse des images comprend:
− La mesure de la hauteur discale moyenne
− La délimitation des régions du disque, du NP, de l’AF et des PV
− La mesure de l’aire du NP
− La mesure de l’intensité du signal sur les images pondérées en ρ dans les régions duNP et de l’AF
− La recherche de la présence d’hyper-calcification des PV sur les images pondéréesen T1 (observation des images et recherche de zones d’hyper-signal)
− La quantification du T2 dans les régions du NP et de l’AF
− La quantification du CDA moyen dans le NP
5.2.4.5 Traitements des donnéesLes données quantitatives morphologiques et les paramètres d’IRM ont été comparésaux données obtenues pour les DIV sains des animaux « Témoins ».
Compte tenu du faible nombre de DIV dans chaque groupe (de un à trois), il n’a pasété possible de faire un traitement statistique des moyennes des données quantitativesrecueillies pour chaque groupe.Chaque DIV a donc été considéré individuellement pour déterminer s’il présentait ounon des signes de dégénérescence à ce stade de l’étude.
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5.2.5 Études histologiques sur tissus non décalcifiés
(Réalisées par l’équipe de H. Petite, CNRS UMR 7052, Paris)

Après le sacrifice des animaux, les disques opérés ont été prélevés en bloc puis fixés dansune solution de formol à 10%. Après rinçage, ils ont subi un cycle de déshydratation parbains successifs d’éthanol (70o, 80o, 90o, 95o, 100o), puis une clarification dans le xylènependant 24 heures. Les blocs ont ensuite été inclus dans le méthylmétacrylate.Les blocs polymérisés ont été débités en coupes sagittales (200 à 300 µm d’épaisseur)avec une scie circulaire abrasive. Les coupes ont été montées sur lames et aminciesprogressivement par micro-abrasion jusqu’à atteindre 100 µm d’épaisseur. Les surfacesont été polies puis colorées au bleu de Stevenel et à la picro-fuchsine de Van Giesson.Cette coloration marque l’os en rose et le cartilage en bleu.
Score Aspect de l’AF1 Normal2 Rupture des fibres dans moins de 30% de l’AF3 Rupture des fibres dans plus de 30% de l’AF
Score Aspect de la jonction entre le NP et l’AF1 Normal2 Interruption légère de la jonction3 Interruption modérée/sévère de la jonction
Score Cellularité du NP1 Cellularité normale2 Légère diminution du nombre de cellules et de vacuoles3 Diminution modérée/sévère (50%) du nombre de cellules et de vacuoles
Score État de la matrice du NP1 Normal - Apparance gélatineuse2 Condensation légère de la matrice extra-cellulaire3 Condensation modérée/sévère de la matrice extra-cellulaire

Tableau 5.1 Détails de l’index utilisé pour les études histologiques.
L’analyse histologique de ces coupes a été effectuée à l’aide d’un index décrit par Masuda
et al. [8]. Cet index est basé sur quatre catégories de changements dégénératifs (Cf.Tableau 5.1) avec des scores allant de quatre points pour un DIV sain (un point parcatégorie) à douze points pour un DIV sévèrement dégénéré (trois points par catégorie).
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5.3 Résultats
5.3.1 Examens radiographiques et calcul de l’index de hauteurdiscale
Le Tableau 5.2 résume les résultats des analyses statistiques effectuées sur les mesuresde l’index de hauteur discale (IHD).

Contrôles Hydrogel A Hydrogel B Hydrogel C Contrôle Hydrogel A Hydrogel B Hydrogel CS0 S0 S0 S0 S12 S12 S12 S12Contrôles S0 NS NS NS SHydrogel A S0 NS NS NS SHydrogel B S0 NS NS NS SHydrogel C S0 NS NS NS SContrôles S12 NS NS NS
Tableau 5.2 Résultats des études statistiques effectuées sur les mesures de l’IHD pour un seuilde significativité p de 5%. (S: significatif - NS: non significatif).

Aucune différence significative n’a été relevée entre tous les groupes, pour les mesuresde l’IHD effectuées juste après la lésion discale et la pose des implants (S0). Ces donnéesindiquent une bonne reproductibilité de ces mesures.
Des différences significatives ont été observées entre les IHD mesurés au stades S0 et S12(Contrôle: p=0,023 - Hydrogel A: p=0,022 - Hydrogel B: p=0,044 - Hydrogel C: p=0,029).Ces résultats montrent que la ponction-aspiration du NP provoque une diminution de lahauteur discale au terme de trois mois.
Les données obtenues sur les IHD mesurés au stade S12 ne présentent aucune différencesignificative entre les DIV n’ayant pas reçu d’implant et ceux injectés avec les hydrogelsA, B ou C. Ces résultats suggèrent que l’utilisation de ces différents hydrogels ne permetpas de limiter la perte de hauteur discale induite par la ponction-aspiration du NP.
5.3.2 Étude par IRM
Le Tableau 5.3 résume les résultats qualitatifs et quantitatifs obtenus par IRM sur neuf DIV(trois DIV par lapin). La variation des valeurs des paramètres par rapport aux données« Témoins » est représentée en poucentage.
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Lapin 711370 709319 709268DIV L2-L3 L3-L4 L4-L5 L2-L3 L3-L4 L4-L5 L2-L3 L3-L4 L4-L5Hauteur discale moyenne -15% -21% -21% -21% -16% -47% -37% -53% -53%Aire du NP -17% -25% -30% -28% 15% -24% -51% -65% -50%T2 du NP - -44% -17% -25% - -47% -47% -70% -45%T2 de l’AF - -20% - -15% - -24% -37% -41% -20%S(ρ) du NP -20% -38% -35% -30% -15% -45% -65% -77% -52%S(ρ) de l’AF - -23% - -21% - -30% -50% -68% -43%CDA moyen du NP - -27% - -23% - -23% -41% -55% -45%Hyper-calcification des PV - - - - - - - - -Signes de dégénérescence OUI OUI OUI OUI OUI OUI OUI OUI OUIHydrogel C - A C - A B C -
Tableau 5.3 Bilan des résultats obtenus par IRM pour chacun des neuf DIV étudiés. Lesdonnées sont présentés en pourcentage de variation par rapport aux données obtenues surdes DIV sains (N=6).

Ces résultats présentent les variations des paramètres quantitatifs pour chaque DIVpar rapport aux données des DIV sains. L’ensemble des DIV présente des signes dedégénérescence, à la fois pour les paramètres morphologiques et les paramètres d’IRM.On peut noter qu’aucune hyper-calcification des plateaux vertébraux n’a été détectéepour aucun DIV.
Pour tous les DIV on observe une perte de la hauteur discale moyenne (comprise entre15% et 53%) et la diminution de l’aire du NP (comprise entre 17% et 65%).
Une diminution de l’intensité du signal pondéré en ρ dans le NP, traduisant ladéshydration de ce tissu, est également retrouvée pour tous les DIV, mais avec desvariations importantes d’un DIV à l’autre, allant de 17% à 47%.
Concernant la mesure de l’intensité du signal pondéré en ρ dans l’AF, la quantificationdu T2 dans l’AF et le NP et du CDA moyen dans le NP, il n’a pas été possible de mettreen évidence des différences pour tous les DIV par rapport aux données « Témoins ». LesDIV ne montrant pas d’évolution pour ces paramètres (Lapin 711370, DIV L2-L3 et L4-L5- Lapin 709319, DIV L3-L4) présentent un stade de dégénérescence moins sévère que lesautres.
Des différences importantes inter et intra groupes ont été observées dans la sévérité dessignes de dégénérescence discale entre les différents DIV. Cette variabilité importantedes résultats associée au faible nombre de DIV étudié pour chaque groupe excluent lapossibilité d’identifier des différences d’efficacité entre les trois implants testés.
5.3.3 Études histologiques sur tissus non décalcifiésLe Tableau 5.4 résume les résultats des études histologiques obtenus sur les coupes deDIV pour l’index défini par Masuda.
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Groupe Lapin Aspect de l’AF Frontière NP/AF Cellularité du NP Matrice du NP711370 3 3 3 3711257 3 3 3 3Hydrogel A 709319 3 3 3 3709276 1 1 1 1709263 1 1 1 1711257 3 3 3 3709276 3 3 3 3Hydrogel B 709268 3 3 3 3709263 1 2 1 2711200 3 3 3 3711370 3 3 3 3711257 3 3 3 3
Hydrogel C 709319 3 3 3 3709276 2 3 3 3709268 3 3 3 3711200 3 3 3 3711370 1 1 1 1709319 2 1 1 1Contrôles 709268 1 1 1 1709263 1 2 1 2711200 1 1 1 1
Tableau 5.4 Bilan des scores obtenus pour chaque DIV d’après l’index de Masuda.

Les résultats histologiques montrent que les DIV sains obtenus sur des animaux nonopérés ont un NP avec une matrice extra-cellulaire gélatineuse riche en PG et en cellulescontenant un cytoplasme avec de larges vacuoles. Pour ces DIV, la jonction entre le NPet l’AF est bien définie et l’AF présente une structure organisée en lamelles (Cf. Figure5.2).
Les DIV qui ont été lésés mais n’ont pas reçu d’implants montrent étrangement descaractéristiques histologiques similaires à celles des DIV sains, avec des modificationsmineures (Cf. Figure 5.3). Une discontinuité de l’organisation de l’AF a été observée pourun DIV, l’interruption de la jonction entre le NP et l’AF et une condensation légère de lamatrice extra-cellulaire du NP ont été retrouvées pour un autre DIV.
Au contraire, pour les DIV lésés qui ont reçu les hydrogels A, B ou C, on observeles caractéristiques histologiques de DIV dégénératifs (Cf. Figure 5.4). La rupture desfibres de l’AF et leur remodelage en une matrice amorphe a été observée, ainsi qu’uneinterruption sévère de la jonction entre le NP et l’AF. La disparition des cellulesprésentant un cytoplasme avec de larges vacuoles, et la condensation de la matriceextra-cellulaire du NP ont également été observées.
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Figure 5.2 Coupe histologique obtenue pour un DIV sain. On distingue la matriceextra-cellulaire riche en PG du NP, entourée par la structure en lamelles concentriques de l’AF.

Figure 5.3 DIV du groupe « Contrôles » ayant subi la ponction-aspiration mais n’ayant pasreçu d’implant. Ce DIV présente des caractéristiques histologiques semblables à celles d’unDIV sain.
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Figure 5.4 Les DIV ayant été implantés avec les hydrogels A, B ou C présentent lescaractéritiques histologiques de DIV dégénératifs.
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5.4 Discussion et Conclusion
Les mesures de hauteur discale effectuées en aveugle par IRM sont en accord avec lesrésultats d’IHD et présentent une diminution significative de la hauteur discale moyennepour tous les disques implantés. Ces données suggèrent que les trois implants testésne permettent pas de limiter la diminution de la hauteur discale provoquée par laponction-aspiration du NP.En ce qui concerne les DIV « Contrôles » n’ayant pas reçu d’implants, les données d’IRMet d’IHD sont également en accord et montrent une diminution de la hauteur discale auterme de trois mois, provoquée par la ponction-aspiration du NP.
Les résultats d’histologie montrent que l’injection des hydrogels A, B et C aprèsl’induction de la dégénérescence discale conduit à des modifications de la structureet de la composition des DIV, caractéristiques de celles observées pour des disquesdégénérés. Des modifications caractéristiques ont également pu être mises en évidencepar l’IRM pour tous les DIV implantés (diminution de l’aire du NP et déshydratation duNP, caractérisée par la diminution du signal pondéré en ρ).Par contre, les données obtenues par histologie ne correspondent pas à celles d’IRMpour les DIV « Contrôles ». Les études histologiques suggèrent que ces DIV présententles mêmes caractéristiques que des DIV sains alors qu’avec l’IRM, des signes évidentsde dégénérescence discale, provoqués par la ponction-aspiration du NP, ont pu êtreobservés et quantifiés (diminution d’au moins 15% de la hauteur discale moyenne et del’aire du NP et d’au moins 20% du signal pondéré en ρ pour le NP).
Contrairement à ce qui était attendu, l’ensemble des données d’IRM, d’histologie etd’IHD obtenues lors de cette étude met en évidence le fait que les trois implantstestés n’apportent pas d’amélioration significative dans la prévention des signes dedégénérescence discale.
Le protocole d’IRM utilisé comprend la quantification de plusieurs paramètres et permetde caractériser plusieurs mécanismes de la dégénérecence discale, ou de son éventuelleréparation.Cette étude met en évidence le potentiel de l’IRM pour les tests de nouvelles techniquesde réparation discale. La comparaison des résultats obtenus par IRM et histologie pourles DIV lésés mais non implantés montrent que l’IRM est capable d’identifier des signesde dégénérescence non détectés par l’histologie, comme la déshydratation des tissus duDIV.
Les résultats d’IRM obtenus montrent qu’il est possible d’identifier différents stades dedégénérescence pour les disques étudiés. Le faible nombre de disques pour chaqueimplants (Hydrogel A: deux DIV - Hydrogel B: un DIV - Hydrogel C: trois DIV) n’a paspermis d’établir de conclusions plus précises sur d’éventuelles différences d’efficacitéentre les différents implants testés.
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Dans le cadre de la poursuite de ce projet, il serait certainement très utile de réaliserdes études statistiques et des analyses factorielles des données quantitatives pour établirune classification par IRM de l’efficacité des différents implants, à partir des différencesde sévérité des signes de dégénérescence, ou des signes de régénération.
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6.1 Introduction
Dans le cadre de ce travail de thèse, l’IRM in vivo du DIV de lapin a été developpée àhaut champ magnétique. De par sa taille, le lapin représente un modèle efficace pourtester l’efficacité de nouveaux implants discaux. Pour des études sur les mécanismes dela dégénérescence discale, ce modèle permet d’obtenir des images très informatives etde haute résolution spatiale.Mais pour comprendre pleinement le processus de dégénérescence discale, ou mêmeétudier d’autres pathologies de type articulaires s’attaquant aux tissus du DIV, il estnécessaire de travailler sur des modèles transgéniques et donc chez la souris [115].
D’après nos recherche, l’IRM du DIV de souris est encore très peu reportée dans lalittérature. Le principal obstacle à ce type d’études vient de la très petite taille de la zoned’intérêt (environ 1/100 du DIV de lapin) et donc des difficultés à obtenir des images avecune résolution spatiale et une sensibilité suffisantes, même sur des imageurs dédiés aupetit animal.
L’objectif de cette étude a donc été de développer l’IRM in vivo du disque intervertébralde souris au laboratoire. Nous avons tout d’abord adapté les optimisations réalisées pourl’IRM du DIV de lapin à 9,4T à l’IRM du DIV de souris. Dans un deuxième temps, l’IRM
in vivo du DIV de souris a été développée à 17,6T.L’objectif à long terme de ce projet est de pouvoir mettre en place des études in vivodu DIV chez la souris, sur des modèles transgéniques spécifiques de pathologies discalesou articulaires.

6.2 Matériel et méthodes
Pour cette première étude de faisabilité de l’IRM du DIV de souris à 9,4 T et 17,6 T,le protocole se limite à une étude qualitative et à l’acquisition d’images pondérées enT1 et en T2. Ces deux contrastes ont été sélectionnés par analogie au protocole utiliséen routine clinique pour identifier les anomalies au niveau des DIV dans ce type depathologies.
6.2.1 IRM du DIV de souris à 9,4 T
A. AnimauxPour ces acquisitions, deux souris femelles C57/bl6 ont été utilisées.Les animaux ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane (Ærane R©, Baxter S.A.) portépar un mélange de dioxygène (0,7 l/min - O2 Alpha gaz 2, Air Liquide) et de protoxyded’azote (0,7 l/m - N2O N48, Air Liquide). L’induction de l’anesthésie se fait avec un niveaud’isoflurane de 2%. Le niveau est ensuite baissé à environ 1% pour le maintien del’anesthésie et est adapté à la fréquence respiratoire de chaque animal.



Chapitre 6: Développement de l’IRM in vivo du disque intervertébral de souris

156 6.2 Matériel et méthodes

B. MatérielLes examens d’IRM ont été réalisés sur notre spectromètre imageur dédié au petit animal(Cf. Paragraphe 3.1.2.1). Le canon de gradient BG06 (diamètre interne 6 cm - 950 mT/m)adapté à l’IRM de la souris a été utilisé.
Une bobine linéaire de type cage d’oiseau (diametre interne 35 mm - Bruker) a étéutilisée pour ces acquisitions . Un berceau permet de positionner l’animal dans la bobine.Ce berceau est adapté à la taille de la souris et spécialement conçu pour sa positionen decubitus dorsal. Il comprend un masque d’anesthésie, un système de chauffage(circulation d’eau chaude) et de contention de l’animal (barre de dents), ainsi qu’uncapteur de pression (Cf. Figure 6.1).Le capteur de pression est placé sur la cage thoracique de la souris et est reliépar fibre optique à un ordinateur équipé du logiciel « PC-SAM Software » (SmallAnimal Monitoring and Gating System - Model 1025, SA Instrument, Inc.) permettantl’enregistrement des paramètres physiologiques de l’animal. Ce système assure lasurveillance de la fréquence respiratoire de l’animal pendant l’examen d’IRM et lasynchronisation des acquisitions pour limiter les artéfacts de mouvements sur les images.

Figure 6.1 Bobine cage d’oiseau linéaire (diamètre 35 mm - Bruker) utilisée pour l’IRM in
vivo du rachis de souris à 9,4 T (A). Le berceau utilisé (B et C) est spécifique de la position en
decubitus dorsal de l’animal et comprend un masque d’anesthésie, un système de chauffage(circulation d’eau chaude) et de contention (barre de dents), ainsi qu’un capteur de pression.

C. Acquisitions des imagesL’acquisition des images pondérées en T1 et en T2 a été optimisée à partir des paramètresd’acquisition utilisés pour l’IRM du DIV de lapin (Cf. Chapitre 3 - Paragraphe 3.2.2).Les images ont été acquises avec une séquence RARE en coupes sagittales pour pouvoirobserver l’ensemble de la colonne vertébrale de la souris. Le FOV, l’épaisseur de coupeet la matrice ont été adaptés à la taille de l’animal et à la zone d’exploration de la bobineutilisée.
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Les paramètres de la séquence d’imagerie (TR, TE, TEeff, longueur du train d’échos etnombre d’accumulations) ont été ajustés expérimentalement pour obtenir la meilleuresensibilité et le meilleur contraste possible sur les images, tout en limitant le tempsd’acquisition.L’ensemble des paramètres utilisés pour l’acquisition des contrastes en T1 et en T2 sontles suivants:Protocole:- RAREImpulsions:Excitation- Angle: 90o- Type: Hermitienne- Durée: 2 ms
Refocalisation- Angle: 180o- Type: Hermitienne- Durée: 1,6 msGéométrie:- Orientation: Sagittale- Champ de vue: 3 cm × 1,5 cm- Matrice: 256 ×128- Résolution dans le plan: (117 µm )2- Nombre de coupes jointives: 7- Epaisseur de coupe: 500 µmContrastes:Contraste en T1- Nombre d’échos: 4- TR: 600 ms- TE: 11 ms- TEeff: 22 ms- Nb acc: 32- Tacq: 12 min

Contraste en T2- Nombre d’échos: 8- TR: 4000 ms- TE: 22,5 ms- TEeff: 90 ms- Nb acc: 16- Tacq: 20 minLa synchronisation des acquisitions sur le rythme respiratoire de l’animal allonge letemps d’acquisition d’environ 10%.
6.2.2 IRM du DIV de souris à 17,6 T
A. AnimauxCes acquisitions ont été réalisées sur une souris femelle C57/bl6.L’animal a été anesthésié par une injection intra-péritonéale d’un mélange de kétamine(70 mg/kg - Imalgène R© 500, Merial) et de xylazine (7 mg/kg - Rompun R©, Bayer). Ceprotocole permet de maintenir l’anesthésie pendant au maximum une heure.
B. MatérielLes examens d’IRM ont été réalisés sur le spectromètre haute résolution d’un champmagnétique de 17,6 T (Avance 750 Wide Bore - Bruker Biospin, Wissembourg, France)
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du CEMHTI (CNRS UPR3079 - Campus CNRS d’Orléans) équipé d’un système demicro-imagerie (Micro 2.5 - Bruker Biospin MRI, Wissembourg, France) adapté à l’IRMdu petit animal (Cf. Figure 6.2). Ce système comprend un canon de gradients BG06(diamètre interne 6 cm - 950 mT/m).
Une bobine linéaire de type cage d’oiseau (diamètre interne 25 mm - Bruker) a été utiliséepour ces acquisitions. Cette bobine se fixe sur un support adapté au spectromètre et àl’animal, comprenant un masque d’anesthésie et un système de contention (barre dedent) (Cf. Figure 6.3).

Figure 6.2 Spectromètre haute résolution d’un champ magnétique de 17,6 T (Avance 750Wide Bore - Bruker Biospin, Wissembourg, France) du CEMHTI (CNRS UPR3079 - CampusCNRS d’Orléans)

Figure 6.3 Bobine cage d’oiseau linéaire (diamètre 25 mm - Bruker) utilisée pour l’IRM in
vivo du rachis de souris à 17,6 T (A). Le support sur lequel est fixée la bobine possède unberceau adapté à la taille de la souris (B). Ce berceau comprend un masque d’anesthésie et unsystème de contention de l’animal (barre de dents).

C. Acquisition des imagesLa première étape du développement du protocole à 17,6 T a été d’obtenir des images durachis de souris équivalentes à celles obtenues à 9,4 T, en termes de résolution spatiale,de sensibilité et de contraste.
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À partir de ces premières acquisitions, les paramètres géométriques et ceux contrôlant lecontraste et la sensibilité de l’image ont été affinés expérimentalement pour augmenterla résolution spatiale tout en conservant la meilleure sensibilité et le meilleur contrastepossible.Étant donné un temps limité au maximum à une heure pour ces acquisitions, il a étéchoisi d’utiliser un protocole de type écho de gradient rapide de type « GEFI » pour« gradient echo fast imaging » en anglais [128] pour diminuer le temps d’acquisition.Les images ont été acquises en coupes sagittales et axiales. Le FOV, l’épaisseur de coupeet la matrice ont été adaptés à la taille de l’animal et à la zone d’exploration de la bobineutilisée.Là encore pour des problèmes de durée de l’anesthésie, seules les images pondérées enT1 ont pu être acquises.La synchronisation de ces acquisitions sur la fréquence respiratoire de l’animal n’a pasété nécessaire. Le faible diamètre interne de la bobine par rapport à la taille de l’animal,limitant donc les mouvements respiratoires, et l’acquisition des images au niveau durachis lombaire, relativement loin de la cage thoracique, permettent de s’affranchir desartéfacts de mouvement dus à la respiration de l’animal.L’ensemble des paramètres utilisés pour l’acquisition des contrastes en T1 et en T2 sontles suivants:Protocole:- GEFIImpulsions d’excitation:- Angle: 70o- Type: Sinus cardinal- Durée: 1,6 msGéométrie:Coupe sagittale- Champ de vue: (2,5 cm)2- Matrice: 2562- Résolution dans le plan: (98 µm )2- Nombre de coupes jointives: 7- Epaisseur de coupe: 500 µm

Coupe axiale- Champ de vue: (2,5 cm)2- Matrice: 5122- Résolution dans le plan: (49 µm )2- Nombre de coupes jointives: 3- Epaisseur de coupe: 300 µmContrastes en T1:- TR: 45 ms- TE: 4 ms- θ: 70o
Temps d’acquisition:Coupe sagittale- Nb acc: 32- Tacq: 5 min

Coupe axiale- Nb acc: 128- Tacq: 49 min
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6.3 Résultats
6.3.1 IRM du DIV de souris à 9,4 T
La Figure 6.4 présente les images de rachis de souris pondérées en T2 (Partie A) et enT1 (Partie B) obtenues in vivo à 9,4 T.

Figure 6.4 Images sagittales du rachis de souris acquises in vivo à 9,4 T avec une pondérationen T2 (A) et en T1 (B).
Ces résultats montrent qu’il est possible d’obtenir des images du rachis de souris à9,4 T, avec différentes pondérations du signal, un bon niveau de contraste et des tempsd’acquisition courts (maximum 20 minutes). La résolution spatiale de ces images estcorrecte et permet d’identifier les vertèbres et les DIV. Mais pour une étude précise dela structure du DIV, cette résolution spatiale est insuffisante et demande à être améliorée.
6.3.2 IRM du DIV de souris à 17,6 T
La Figure 6.5 présente les images de rachis de souris pondérées en T1, obtenues in vivoà 17,6 T en coupe sagittale (Partie A) et axiale (Partie B).Sur ces images, le contraste en T1 donne accès à une images anatomique de haute qualitéet permet d’observer la structure du rachis. L’IRM à 17,6 T permet l’acquisition d’imagesen coupe axiale qu’il est très difficile d’obtenir à 9,4 T pour un temps d’acquisitionraisonnable.Pour l’image sagittale, il n’y a pas d’amélioration majeure au niveau de la résolutionspatiale par rapport aux images obtenues à 9,4 T. Par contre, l’augmentation importantedu champ magnétique permet d’obtenir une amélioration de la sensibilité (RSB 2,5 foissupérieur à 17,6 T) pour un temps d’acquisition deux fois plus court.
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Pour l’image acquise en coupe axiale, on observe une forte amélioration de la résolutionspatiale tout en conservant une sensibilité importante et un bon niveau de contraste. Surcette image la résolution dans le plan est quatre fois supérieure à celle de l’image sagittale(Cf. Figure 6.5 - Partie A) et plus de cinq fois supérieure à celle des images acquises à9,4 T (Cf. Figure 6.4).

Figure 6.5 Images pondérées en T1 du rachis de souris acquises in vivo à 17,6 T en coupesagittale (A) et en coupe axiale (B).

6.4 Discussion
La comparaison des images obtenues à 9,4 T et 17,6 T montre que le développement del’IRM in vivo à très haut champ magnétique permet à la fois une amélioration importantede la résolution spatiale, tout en conservant une forte sensibilité et un très bon contraste.Seules les images acquises à 17,6 T peuvent apporter un niveau de détails suffisant pouraccéder à une caractérisation précise des tissus et de la structure du DIV de souris in
vivo, ce qui est essentiel dans le cadre d’une étude de l’état pathologique du DIV.
Les images obtenues à 17,6 T ont été acquises dans des conditions difficiles dues auxproblèmes d’inhomogénéités du champ magnétique et de susceptibilité magnétique quiaugmentent avec l’intensité du champ magnétique.De plus le temps d’acquisition de ces examens est resté très limité puisque le systèmed’anesthésie gazeuse et de surveillance de l’animal n’est pour le moment pas installé surce spectromètre.L’ensemble de ces difficultés a néanmoins pu être surpassé pour permettre l’acquisitionde ces premières images du DIV de souris à 17,6 T.
Nous pensons qu’il est encore possible d’améliorer ces images en termes de résolutionspatiale et de sensibilité. Pour cela des études ont été commencées sur l’optimisationd’un protocole d’anesthésie, toujours par injection mais plus efficace, qui permettraitalors des temps d’acquisition plus longs.
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La comparaison de nos résultats avec ceux d’études précédentes réalisées in vivo chezla souris montre que les images obtenues pour ce projet sont de très bonne qualité.À notre connaissance, il n’y a pas d’étude par IRM in vivo du DIV de souris reportéedans la littérature, et nous avons donc comparé nos résultats aux études in vivo de lamoelle épinière chez la souris.Beaucoup de ces études comprennent l’implantation d’une micro bobine au niveau dudos de l’animal [129–132]. Ce type de bobine permet d’accéder à des résolutions spatialesimportantes mais ces études perdent alors leur caractère non invasif et atraumatique.De plus, pour plusieurs de ces travaux, les résolutions spatiales reportées pour desacquisitions réalisées à 9,4 T, sont inférieures [132] ou équivalentes [131] à la résolutionspatiale de nos images acquises au même champ mais avec une bobine non implantée.Des études in vivo réalisées à 11,7 T sur le rachis de souris [133–135] présentent desimages avec une résolution dans le plan de (133 µm )2 pour une épaisseur de coupe de750 µm . Une étude récente réalisée à 17,6 T in vivo chez la souris montre des imagescérébrales d’une résolution dans le plan de (195 µm )2 pour une épaisseur de coupe de 1mm [90]. Ces différentes études présentent des images de résolution spatiale nettementinférieure à celle de nos images obtenues à 9,4 T (117 µm ×117 µm ×500 µm ) et 17,6 T(49 µm ×49 µm ×300 µm ).

6.5 Conclusion et perspectives
Au cours de cette thèse, l’IRM du DIV de souris a été développée au laboratoire à 9,4 Tet 17,6 T. Les résultats présentés montrent que seule l’IRM à 17,6 T permet d’obtenir unerésolution spatiale et une sensibilité suffisantes pour accéder in vivo à la caractérisationdes tissus du DIV de souris.
Notre méthodologie est prête pour mettre en place des études in vivo du DIV chez lasouris, sur des modèles transgéniques spécifiques de pathologies discales ou articulaires.
Un premier projet a débuté en collaboration avec l’équipe de F. Rannou (INSERMUMRS747, Paris). Elle concerne l’étude du DIV et des vertèbres de souris sur un modèletransgénique de polyarthrite chronique [136]. Ces souris polyarthritiques présentent uneinflammation importante des articulations des pattes. Il a également été reporté dans lalittérature que ces animaux pouvaient souffrir d’atteintes sévères sur certains DIV et/ouvertèbres [136]. L’objectif de ce projet est donc de pouvoir caractériser ces atteintes auniveau du rachis.Les premiers examens par IRM de cette étude sont actuellement en cours, ce qui expliquequ’aucun résultat significatif n’est encore présentable.



CONCLUSION GÉNÉRALEET PERSPECTIVES





Conclusion générale et perspectives

165

Les objectifs de ce projet concernaient d’une part le développement de laméthodologie nécessaire à l’IRM in vivo du disque intervertébral de lapin à 9,4 T, etd’autre part l’évaluation de l’efficacité de nouvelles techniques de réparation discaleproposées par Abbott Spine.
Ces objectifs ont été remplis pendant ces trois années de thèse.
Ils ont tout d’abord nécessité la conception d’une sonde dédiée au projet. Pour cela, unebobine de type demi-cage d’oiseau adaptée à la géométrie du rachis de lapin et auxcontraintes du projet en terme de sensibilité et de zone d’exploration a été développée.Cette bobine a permis d’obtenir des images de haute qualité, présentant une résolutionspatiale et une sensibilité suffisante pour permettre l’observation des détails anatomiquesdes disques intervertébraux, en utilisant différents contrastes.
Un protocole d’IRM in vivo spécifique de la caractérisation de la dégénérescence discalea ensuite été optimisé pour une utilisation avec la sonde dédiée au projet. Ce protocolecomprend plusieurs contrastes et la mesure de plusieurs paramètres quantitatifs d’IRMet morphologiques.
Ces premiers développements méthodologiques ont permis de mettre en place in vivo unsuivi longitudinal par IRM quantitative de la dégénérescence discale chez le lapin. Cetteétude, réalisée sur les quatre mois suivant l’induction de la dégénérescence discale, apermis de valider le protocole d’IRM. Les résultats obtenus au cours de cette étude ontmontré que l’association de plusieurs contrastes et mesures de paramètres est essentiellepour pouvoir caractériser différents aspects de la dégénérescence discale. Il a été montréque les résultats d’IRM sont en accord avec les premiers résultats obtenus pour les étudeshistologiques des disques.Notre protocole permet de détecter in vivo plusieurs modifications morphologiques,structurelles et biochimiques intervenant au sein du disque intervertébral au cours desa dégénérescence. Cette étude montre le potentiel de ce protocole pour différencierdes disques sains et dégénératifs, dès les premières semaines suivant l’induction de ladégénérescence discale.
Pour finir, l’ensemble de ces développements méthodologiques a permis de mettre enplace une étude de l’efficacité de nouvelles techniques de réparation discale in vivochez le lapin. Les résultats de cette étude ont montré l’intérêt et le potentiel de cetteméthodologie pour tester les capacités réparatrices de nouveaux implants discaux.
Néanmoins, cette méthodologie pourrait être améliorée pour de futures études.
Tout d’abord, la configuration actuelle de la bobine dédiée au projet pourrait être encoreoptimisée en terme de sensibilité et d’homogénéité. Le nombre de barreaux de laconfiguration demi-cage d’oiseau pourrait être augmenté pour améliorer l’homogénéitéde cette bobine. Le passage à une configuration en quadrature devrait permettre d’en
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augmenter la sensibilité. Ces deux types d’optimisation demandent chacun une étudespécifique et approfondie adaptée aux caractéristiques de la bobine demi-cage d’oiseau.Une autre solution pourrait consister au passage à une configuration en réseauphasé, adaptée à l’IRM du rachis. Ceci n’est pas encore possible avec notre consoleélectronique actuelle, mais les développements récents en imagerie parallèle présententcette technologie comme très séduisante pour ce type de projet.Il serait également intéressant de pouvoir optimiser cette bobine de façon à limiter lapuissance nécessaire à la génération des impulsions RF. En effet, nous avons vu quepour le protocole d’IRM optimisé pour la caractérisation de la dégénérescence discale, ilmanque certains outils comme l’IRM du transfert d’aimantation et le spin-locking pourla quantification du paramètre T1ρ. Ces techniques d’IRM ont été optimisées (transfertd’aimantation) ou développées (spin-locking) pendant cette thèse mais leur utilisation in
vivo n’est actuellement pas envisageable avec notre bobine demi-cage d’oiseau, comptetenu de la SAR générée pendant les acquisitions. L’optimisation de cette bobine enterme de puissance pourrait autoriser l’utilisation de ces techniques in vivo. Notreprotocole d’IRM actuel pourrait être alors optimisé pour accéder à la caractérisationdes modifications précoces des proportions de collagène (transfert d’aimantation) et dePG (paramètre T1ρ) au sein du disque intervertébral dégénératif. L’utilisation de ces deuxtechniques serait nécessaire à la fois pour des études fondamentales de caractérisationdes mécanismes de la dégénérescence discale et pour des études d’évaluation denouvelles techniques de réparation discale.
En ce qui concerne plus particulièrement le développement des techniques despin-locking (SL) et la quantification du paramètre T1ρ, les résultats présentés dans cemanuscrit ont montré que le nouveau module de SL développé pendant la thèse apporteune amélioration par rapport aux travaux déjà publiés sur le sujet. Contrairement auxautres modules optimisés et présentés dans la littérature, la méthodologie développéepermet de corriger efficacement les artéfacts dus aux inhomogénéités des champs ~B0et ~B1 pour des acquisitions réalisées à 9,4 T (haut champ magnétique, forts gradientsde ~B0) et avec une bobine inhomogène (forts gradients de ~B1), et donc d’envisager laquantification du paramètre T1ρ pour ces conditions d’acquisition.Les calculs de SAR effectués ont montré que notre nouveau module de SL peut êtreutilisé in vivo, avec une bobine adaptée demandant peu de puissance pour la calibrationdes impulsions de SL.Pour une utilisation de ce module de SL avec la bobine demi-cage d’oiseau actuelle,des optimisations peuvent être envisagées pour en réduire la SAR, comme l’acquisitionpartielle du plan de Fourier ou le passage à un module hors résonance (mais très sensibleaux inhomogénéités des champs ~B0 et ~B1). La mise en place de ces solutions pour notremodule de SL demande de poursuivre le travail de développement des techniques de SLà haut champ magnétique initié pour ce projet.
Pour finir, dans le cadre de la poursuite des tests d’efficacité des techniques de réparationdiscale développées par Abbott Spine, il semble intéressant et utile de réaliser des étudesstatistiques et des analyses factorielles des données quantitatives obtenues pour établir
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une classification par IRM de l’efficacité des différents implants, à partir des différencesde sévérité des signes de dégénérescence, ou des signes de régénération.
En parallèle de ce projet sur l’IRM du disque intervertébral de lapin, un projet a été initiésur l’IRM du disque intervertébral de souris. Les premières images obtenues à 17,6 Tsont prometteuses.Le protocole développé est pour l’instant uniquement qualitatif (contrastes en T1 et enT2), mais il serait intéressant de poursuivre le développement pour avoir accès à lamesure de paramètres quantitatifs (T2 et CDA moyen par exemple) et permettre ainsiune caractérisation plus précise de l’état sain ou pathologique du disque intervertébralde souris.Il semble également important de poursuivre le projet débuté sur l’étude de l’impact depathologie articulaire, telle que la polyarthrite, sur la structure du disque intervertébral,via l’utilisation d’un modèle transgénique spécifique chez la souris. Ces étudessont essentielles pour une meilleure compréhension de ces pathologies et pour ledéveloppement de traitements spécifiques.
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ANNEXE A:
Accord et adaptation d’une bobine dans

l’imageur et mesure de son facteur de qualité

Avant l’examen d’IRM, il est nécessaire de régler la bobine RF de la sonde. Ce réglagedépend de l’échantillon étudié et de sa position dans la bobine.
L’introduction d’un échantillon dans la bobine RF entraîne des couplages capacitifs etinductifs entre la bobine et celui-ci (Cf. Chapitre 1, Paragraphe 1.3.3), qui modifient lafréquence de résonance et l’impédance de la bobine.Les capacités des condensateurs d’accord (CTuning) et d’adaptation (CMatching) doivent doncêtre ajustées pour accorder et adapter la bobine à tout nouvel échantillon.Le condensateur d’accord permet d’amener la fréquence de résonance du circuit à lafréquence de résonance ν0. Le condensateur d’adaptation permet d’ajuster l’impédancedu circuit à 50 Ω correspondant aux impédances d’entrée du préamplificateur deréception et de sortie de l’amplificateur de puissance, pour limiter la réflexion d’ondesstationnaires et donc les pertes de signal.
L’accord et l’adaptation sont visualisés sur un analyseur de spectre, ou sur la console duspectromètre, à partir de la variation du coefficient de réflexion de la bobine en fonctionde la fréquence (Cf. Figure A.1). Lorsque l’impédance de la bobine est adaptée (50 Ω )le coefficient de réflexion présente un minimum. L’accord en fréquence de la bobine sefait ensuite en amenant ce minimum à la fréquence de Larmor (ν0).

Figure A.1 Exemple d’aptation de la bobine à 50 Ω (A) et d’accord à la fréquence deLarmor (B).
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Il est possible de mesurer le facteur de qualité Q de la bobine à partir de la courbed’évolution du coefficient de réflexion en fonction de la fréquence, selon la relation:
Q = ν0/∆ν, (A.1)

où ν0 représente la fréquence de résonance du circuit et ∆ν se mesure à mi-puissance,c’est-à-dire au niveau -3dB ( dB ↔ 10log(P/P0) ) de la courbe (Cf. Figure A.2).
Lorque la bobine est adaptée à l’impédance de la source (50 Ω ), la moitié de la puissanceest dissipée dans la source et l’autre moitié est dissipée dans la charge. De ce fait, lefacteur Q mesuré ci-dessus correspond alors à un facteur de qualité apparent Qapp, qu’ilfaut doubler pour obtenir le facteur de qualité de la bobine.

Q = 2Qapp = 2ν0/∆ν. (A.2)

Figure A.2 Détermination expérimentale du facteur de qualité de la bobine à partir de lacourbe de son coefficient de réflexion en fonction de la fréquence, lorsqu’elle est parfaitementaccordée et adaptée.
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ANNEXE B:
Calcul de la distribution du champ magnétique

créé par une bobine avec « Field »

Pour la conception de bobines RF dédiées à l’IRM, il est important de pouvoir évaluerla distribution du champ magnétique qu’elles produisent.La distribution du champ magnétique apporte des informations sur l’uniformité etl’amplitude de ce champ dans la zone d’intérêt de l’étude.
Le module « Field » permet d’évaluer cette distribution. La méthode consiste àdécomposer la boucle de courant de la bobine RF en segments élémentaires etlinéaires, et à considérer que chaque segment élémentaire produit un champ magnétiqueélémentaire.Avec le principe de superposition et en additionant tous les champ magnétiquesélémentaires, il est possible d’évaluer le champ magnétique global produit par la bobineen chaque point de l’espace environnant.À partir de la description géométrique de la boucle de courant en segments élémentaireset d’un courant donné circulant dans cette boucle, « Field » simule la distribution duchamp magnétique créé dans le plan de l’espace désiré1.
Le champ magnétique élémentaire généré par un segment élémentaire peut être calculéà partir de la loi de Biot et Savart.Cette loi donne l’expression du champ magnétique d~B produit au point P, à la distancer d’un segment d~s où circule un courant I (Cf. Figure B.1):

d~B = µ04π
d~s × ~r

|r3| , (B.1)
avec µ0 la perméabilité de l’espace.L’amplitude du champ magnétique élémentaire généré est donnée par le module del’expression B.1:

dB = µ04π
|ds||r|sinθ

|r3| . (B.2)
Le champ magnétique ~B généré par l’ensemble du circuit est donné par:

Cette méthode d’évaluation de la distribution du champ magnétique créé par une bobine RF n’est1

valable que pour des bobines RF dont la boucle de courant est plus petite qu’un dixième de la longueur
d’onde à la fréquence de fonctionnement ou dont la boucle de courant a été segmentée.
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~B = d~B1 + d~B2 + d~B3 + .............. + d~Bn =∑
i

d~B i = µ04π
∑

i

d~s i × ~r i
r i3 . (B.3)

Figure B.1 La loi de Biot et Savart permet de calculer le champ magnétique élémentaire d~Bproduit au point arbitraire P par un segment élémentaire d~s ou circule un courant I.

Figure B.2 Dans le cadre de la décomposition du circuit d’une bobine en éléments linéaires,la loi de Biot et Savart permet de calculer le champ magnétique produit au point arbitraire Ppar un segment élémentaire et linéaire de longueur L ou circule un courant I.
Dans le cas qui nous intéresse d’un segment élémentaire et linéaire de longueur L (Cf.Figure B.2), l’expression du champ magnétique induit au point P est:
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~B = µ04π
~L × ~R1

L2R12 − (~L ~R1)2
(

~L ~R1
R1 −

~L ~R2
R2
) . (B.4)

L’amplitude de ce champ est:
B = µ04π

I
R (sinθ1 + sinθ2). (B.5)
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