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RESUME EN FRANCAIS:

L’embolisation artérielle a recemment émergé swlda interventionnel comme un
traitement sOr et efficace pour arréter une hémng@rau induire la dévascularisation d’'un
tissu cible. La visualisation directe des agentcusions vasculaires n’est pas toujours
possible. L'estimation de leur position dans lanble vasculaire en se basant sur la
distribution de produit opaque aux rayons X estigi@ment incorrecte. Un marquage des
agents d'occlusion vasculaire est souhaitable [gursuivi par IRM pendant l'intervention
ou a posteriori, ce, notamment en raison de la diffusion de I'lRmme modalité
d’'imagerie anatomique et interventionnelle.

Dans ce travail, plusieurs protocoles ont été Btapbur repérer des agents
d’occlusion vasculaire marqués avec le SRHGsitu, in vitro et dans deSconditions’ in
vivo, sous IRM 1,5T et 3T. Les agents d’occlusion ésidiont des microsphéres de tris-
acryl (Embosphéfd, et des microparticules ou microcapsules utiiségentuellement
comme vecteurs de principes actifs: parmi cellesdes microspheres gonflables
(Hépasphére) non dégradables ont été marquées, et des miehllalginate et des
systemes d’émulsions dégradables réalisés params $'établissement de protocoles de
détectabilité sous IRM a impliqué le choix de sémas et I'optimisation des parametres de
ces séquences, le choix de I'antenne, ainsi qoéda au point d’'une quantité suffisante de
marqueur dans les agents d’occlusion afin qu’ilerdovisibles a 'lRM. Une méthodologie
de mesure de faible variation de l'intensité dunaligles images IRM a été développée. Un
modele expérimentah vitro a été concu avec la présence des microparticusggudes
dans un environnement simulant grossierement urseularisation tumorale et son
drainage veineux. La fixation des immunoglobulifiggs1), équivalentes aux anti-VEGF,
sur des microsphéres (Hépasphejea été étudiée. Enfin, les propriétés mécaniques e
électriques des systemes de microémulsions ontegpforées par ultrasons et par
impédancemétrie.

MOTS-CLES :

IRM SPIO Embolisation Inojladcemétrie
Microparticules Microémulsions Anti-VEGF Alginate
Ultrasons IgG1 Interventionnel Non uniformité

Tris-acryl Embosphéfe Hépaspheére






ABSTRACT :

Arterial embolization appeared recently as a saft an effective treatment to stop
bleeding or induce devascularisation of a targetue. Direct visualization of vascular
occlusion agents is not always possible. The estmaf their position inside a vascular
branch based on the distribution of X-ray contragént is partially incorrect. Marked
vascular occlusion agents with MRI contrast agera good way for MRI follow-up during
or after the intervention.

In this work, several protocols have been estaptisio demonstrate the feasibility
localization of vascular occlusion agents markethv@PIO,in situ, in vitro andin vivo
“conditions”, at 1,5T and 3T. Studied occlusion agents wereaiyl microspheres
(Embospher®), and microparticles or microemulsions possiblgdias vehicles for drugs :
among these, inflatable microspheres (Hepaspheined to permanent vessel occlusion
were marked, alginate microspheres and emulsioplets for temporary embolization
were made by us. Established protocols for micresgsh follow-up by MRI involve
selection of MR sequences with optimized paramgetm choice, and determination of
contrast agent quantity inside the micropartictesrder to make them visible on MRI. A
measurement methodology for small variation of aigimtensity in images has been
proposed. An experimentah vitro model has been designed with the presence of SPIO
marked microparticles in an environment simulatiagvascular tumor with venous
drainage. The fixation of immunoglobulin (IgGl), uaeplent to anti-VEGF, to
microspheres (Hepasphergs has been studied. Finally, mechanical and etsdtri

properties of microemulsions have been exploredltogsound and impedancemeter.

KEYWORDS :

IRM SPIO Embolization Impedancemeter
Microparticles Microemulsions Anti-VEGF Alginate
Ultrasound IgG1 Interventional Inhayeaeity

Tris-acryl Embosphefe Hepasphere
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Depuis le début des années 80, I'imagerie par egsmnmagnéetique (IRM) connait un
essor considérable. C’est une modalité avant toeatoanique mais aussi fonctionnelle,
cependant, elle fait appel a des différents pramsegshysiques, recelant d’autres
informations, potentiellement intéressantes surplan interventionnel dans des
applications médicales, comme le guidage d’'un aariltemps réel ou I'imagerie de
contrdle thermique par exemple.

Parmi ces informations, I'excellent contraste d&M, généralement pour les
tissus mous et particulierement pour le microemrigment tumoral (Hypoxie, pH,
volume), revét un intérét particulier avec des iesmgcquises dans tous les plans de
I'espace. Par ailleurs, I'imagerie rapide, avecsans injection d’'un agent de contraste,
permettant une cadence d'image proche “tdemps réel, offre la possibilité de
quantifier les flux dans la vascularisation tumerdour cela, les informations données
par I'IRM en font une technique prometteuse et oéfitige pour la radiologie
interventionnelle. Celle-ci regroupe des technigpes invasives, permettant d’exercer
une action thérapeutique en cheminant par les vaasgelles, qu'il s’agisse du réseau
digestif, biliaire, urinaire ou vasculaire. Les ha@ues d’embolisation intra-artérielle
par cathéter représentent une part importante deadiologie interventionnelle
vasculaire sous rayons X. Elles nécessitent laatiion de différents agents d’occlusion
vasculaire. La plupart de ces agents utilisentldesiatériaux qui restent en place de
facon définitive apres embolisation.

L’embolisation artérielle a récemment émergé comume traitement sdr et
efficace pour arréter une hémorragie ou induireldaascularisation d’un tissu cible.
Elle est systématiquement utilisée comme traitenpatitatif chez des patientes qui
présentaient un fiborome utérin hémorragique avecadatre-indications opératoire ou
pré-opératoire, la tumeur bénigne la plus fréquehtepelvis chez 25% des femmes
dans I'dge reproductif [Buttram1981]. Elle est auslisée pour le traitement des
carcinomes de foie, le troisieme type de canceinnelle plus mortel [Parkin2005]
inopérable et non-transplantable chez plus de ot des patients [Lewis2006].
L’embolisation connait actuellement un regain @&mt dans la prise en charge de
plusieurs genres de néoplasies et également dermalions artério-veineuses
[White2000 ; Yakes1997]. Les résultats cliniquesenhs par ce traitement sont
généralement encourageants dans plusieurs appfisathédicales. Particulierement,

'’embolisation des fibromes utérin a démontré urfécaxité comme traitement
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alternatif a I'hystérectomie (ablation de l'utérud@ I'utérus tout en préservant le
potentiel de fertilité de la femme [Stancato-Pa8¥il ; Pelage2005].

Il est en effet clair que le diagnostic d'une affi@e et son suivi par procédure de
radiologie interventionnelle augmentent régulieretret font, de plus, appel a un outil
permettant la discrimination entre les tissus saihpathologiques. Un outil tel que
I'IRM est non-invasif et non irradiant pour le patt ainsi que pour le médecin. Il s'agit,
dans ce cas, détudier la morphologie des organekese modifications liees au
traitement, et de mesurer également le flux. Cepeind’IRM ne s’intéresse que
rarement aux gestes de traitement interventionmefamment les matériels
d’embolisation vasculaire dont la visualisationedte n’est pas toujours possible. Par
ailleurs, la radiologie ne permet pas réellementvidealiser des agents d’occlusion
apres leur injection. Les interventionnistes comptr la distribution de I'agent de
contraste radio-opaque mélangé avec les micropbasicpour en déduire I'occlusion
des vaisseaux et ensuite leur localisation. Cetthnique n’est pas fiable dans la
mesure ou aprés embolisation le produit de comtnastpeut plus circuler ni en amont
ni en aval de 'embole. Ceci a pour conséquencectdirde rendre invisible la branche
vasculaire cible et donc de laisser partiellemeartonnue I'anatomie du réseau
vasculaire, ce qui peut entrainer des erreurs désation de quelques centimeétres.

Un marquage des agents d’occlusion injectablesdpar produits de contraste
permettrait une visualisation directe de I'agergnabolisation pendant I'intervention
sous contrle IRM en temps réel, ayosteriori sans faire la scopie par rayons X. La
détection des agents d’occlusions est donc aujourdin enjeu pour la communauté
médicale afin de déterminer leurs positions intiaeulaires en fonction de leur calibre.
Le choix du calibre est fait en fonction de laléades arteres a occlure et en fonction de
leur efficacité au cours de I'embolisation mesumg I'obtention ou non d'un
ralentissement circulatoire. La détermination desnss artério-veineux au sein des
tumeurs reste cependant imprécise. Quelques étledgacage a lI'aide d’un marqueur
isotopique [Schroth1996] ont permis de vérifiertddle des shunts. L’obtention des
particules marquées devrait permettre leur lodabisaimmeédiatement au cours de
I'embolisation. Dans ce sens, des agents trop dangeseraient visibles qu’en périphérie
du tissu embolisé, sans remplissage dans les waaisseintra-tissulaires.
Réciproguement, des particules trop petites peusggaindre la circulation veineuse.
De plus, la visibilité en IRM de microparticulesrpet d’apprécier, aprés embolisation,

leur tenue dans le temps. Le vaisseau emboliséeacartaine position peut étre
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débouché par les pulsations artérielles provoqleantéplacement de microparticules
plus en aval [Dion1986], ou l'occlusion peut étemporaire et les particules se
désagregent avec le temps.

Depuis une vingtaine d’années, la chimioembolisafp@ar des microparticules
transportant des agents anticancéreux se révek @&palement une approche
prometteuse pour cibler localement les cellulescésmuses [Gregoriadis1977],
notamment les carcinomes hépatocellulaires. Ellgaitesurmonter la faiblesse de la
dose de l'agent thérapeutique injecté par voieésysfue par infusion intraveineuse
[Maatman1986 ; Willmot1987]. Le ralentissement duxt dans le flux sanguin, aprés
occlusion intra-artérielle par la chimioembolisatiaugmente la concentration locale de
I'agent anticancéreux [Anderson1981] ce qui a paunseéquence une amélioration de la
réponse tumorale hépatique [oberfield1979]. Cepandzette amélioration n’est pas
totalement satisfaisante chez tous les patientsieon de la diminution rapide de la
dose de l'agent thérapeutique qui pourrait étre aztéppar le flux dans les shunts-
artérioveineux (drainage veineux). Ceux-ci laisgg#ser 30% du sang artériel irriguant
une tumeur maligne [Endrich1982, Weiss1979, et ¥aup89].

Dailleurs, malgré lefficacité de la chimioembditon, elle a récemment
démontré un effet paradoxal apres son utilisat@msde traitement des carcinomes du
foie. Plus de métastases intra et extra-hépatigliaugmentation de la sécrétion des
facteurs de croissance vasculaire (VEGF) circutiamis le plasma sanguin apparaissent
apres la chimioembolisation [Li2004, Xiong2004, Kid01].

A cet effet, nous avons orienté notre travail deheeche, d'une part sur le
marquage d’agents d'occlusion vasculaire et daupat sur les conditions
d’association de molécules actives sur ces agentxldsion avec des agents anti-
VEGF.

Cette thése contribue a répondre a certains aspecss problémes, spécialement
celui des agents d’occlusion vasculaire qui soawent utilisés en routine clinique et
qui pourraient étre marqués par un agent de cdetrasible a I'IRM. A cet effet,
plusieurs protocoles ont été établis concernach@@x d’'une séquence, I'optimisation
de parameétres de cette séquence et la mise au ¢oimé quantité suffisante de
marqueur dans les microparticules pour qu’ellesrgorisibles a I'lRM. Pour améliorer
la détection des microparticules marquées en dondih vivo, la recherche d'un

compromis idéal entre le rapport signal sur brGitBj, le temps d’acquisition et la
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résolution spatiale s’avere nécessaire. Une métbg@dode quantification précise du
signal mesuré sur les images RM a été développée.lé3 conditions de dissociation
d’'un marqueur et d’accrochage des anticorps sumdesosphéres ont été explorées,
enfin les caractéristiques meécaniques et élecsigles émulsions, dont la neutralité

chimique est particulierement intéressante, onétitdiées.

Ce manuscrit comporte quatre chapitres composksrdaniere suivante :

Le premier chapitre donne quelgques éléments spinyaiologie micro-vasculaire
et le microenvironnement d’'un tissu sain et d’'wraeur.

Le deuxieme chapitre aborde I'étude des séquencdsseparameétres IRM avec
lesquels les microparticules pourraient étre viséak sous IRM. Dans ce cadre, nous
avons essayé des séquences qui sont souventestilitsns la routine clinique. Les
caractéristiques des antennes sont aussi étudiédsuc choix a un impact important
sur les résultats. Les facteurs contribuant a lériiéation de la précision et de la
fiabilité d’'un algorithme d’analyse quantitative sdiémages RM sont présentés en
soulignant grossierement l'effet des défauts dfisi, ainsi que les méthodes de
correction pré et post-traitement proposées, eenmintribution a été de développer
une méthodologie de correction amenant a une digcatitbn précise du signal IRM
mesuré.

Le troisieme chapitre concerne la détectabilité algsnts d’occlusion vasculaire
par IRM, mise au point par des essais expérimenteeg agents étudiés sont des
microparticules marquées (microsphéres de Trisba@si que des microparticules et
microcapsules utilisées éventuellement comme vestridrogues. Parmi celles-ci, des
microsphéres gonflables (Hépasphéjesnt été marquées, et de plus des microbilles
d’alginate et des émulsions ont été realisées par soins. Ce chapitre contient
également une étude du compromis entre le tempsqui&tion imposé pour les
acquisitions en conditions vivo, de la résolution et du choix de l'antenne afin
d’obtenir le meilleur signal possible. La quantité marqueur mise dans les agents
d’occlusions est bien définie afin qu’ils soientsibles a I'RM. Des essais de
détectabilité sont réalisés sur un imageur IRMtdhisité 1,5T et 3T.

Enfin, le quatrieme chapitre étudie des perspestile relargage des principes
actifs, anti-cancéreux ou d’anti-angiogénése arpaes agents d’occlusion vasculaire.
Les facteurs physiologiques tumoraux qui pourraevdir un réle principal dans la

diminution de l'efficacité des principes actifs aprleur relargage ainsi que dans la
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dissociation du marqueur des microparticules sagvvément soulignés, notamment le
drainage veineux. A cet effet, un modéle expérimleint vitro avec la présence des
Hépasphéres marquées dans un microenvironnement simulant igressent une
vascularisation tumorale et son drainage veineéxéaconcu. Le signal du liquide de
drainage est quantifié, et la méthode proposée édetument permettant la
détermination d’'une trés faible quantité de prodelirgué, a été utilisée. Des tentatives
de greffage des immunoglobulines (IgGl), équivaleaux anti-VEGF, sur des
microsphéeres ont réalisées en collaboration avedaehimistes. Une exploration des
propriétés mécaniques et électriques des couplestehuile, pouvant constituer des
véhicules inertes pour les principes actifs, eisepen considération.
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Ce chapitre bibliographique est focalisé sur la salggie micro-vasculaire et le

microenvironnement d’un tissu sain et d’une tumeans le but bien comprendre la
différence qui existe entre ces deux situationgpdint de vue de la microcirculation

sanguine, de I'angiogénese c’est a dire du prosedsua formation de néo-vaisseaux
sains ou pathologiques, et enfin de la résistancéerdcontre des opérations

thérapeutiques.

Nous abordons dans les paragrapghésetl.2 I'architecture des vaisseaux au sein d’'un
tissu normal et tumoral, ensuite nous décrivonsigiagénése et les facteurs de
croissance vasculaird.@), puis nous donnons quelques éléments sur ddgnamique
vasculaire dans les deux cas. Nous présentonsripartement du microenvironnement
tumoral en ce qui concerne le métabolisme, le pHapprovisionnement en et en
éléments nutritifs 1.4), enfin nous faisons part de notre intérét plaurvoie de
traitement tumoral de I'embolisation ou de I'ocdturs artérielle des fibromes utérins

chez la femmel(5).

1.1 Architecture des vaisseaux au sein d’'un tissu nornha

Un tissu normal dans le corps humain est alimeatéup flux sanguin circulant
dans une toile vasculaire close composée d'artafestérioles, de capillaires, de
veinules et de veines (Figurel). Cette arborescence vasculaire se caractéarsang
densité uniforme et une architecture réguliereyféd-2). Le sang, liquide complexe et
hétérogéne, véhicule dans un sens unique des soéstanutriments et dioxygéne,
indispensables aux organes a travers les artétes gtos vaisseaux qui s’organisent en
rameaux d’artérioles de plus en plus nombreuxreitgéta mesure qu’ils s’approchent
des tissus. Puis, au contact des organes, le samdecdans des réseaux sanguins de
plus en plus ramifiés et fins, les capillaires.damg sortant des capillaires est rassemblé
par des veinules et des veines de plus en plusag@smesure gu’elles s’éloignent des
tissus. Les déchets sont conduits vers les reing elioxyde de carbone vers les

poumons.

La géométrie et la structure de la paroi vasculpmeaissent essentielles a la
compréhension de I’hémodynamique vasculaire emtsitu physiologique normale et
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anormale (cas d’'une tumeur). Chaque section dbdtascence vasculaire a sa forme
géométrique, son propre comportement viscoélastides parois, et son propre
diamétre (Figurel-3). Une modification des propriétés geomeétriquestreicturales des
vaisseaux (architecture irréguliere) et de leunp@nanque des fibres élastiques et des

éléments contractiles), aboutissent a une perfusiétérogéne du milieu irrigué

(résistance au flux), ensuite une altération méigie et physiologique tissulaire.

Capillaires

& 4

—- Artérinles

N

Artéres Artéres Artéres
pulmonaires élastigques musculaires

Capillaires
sanguins
Anastomases  Capillaires
Artério-veineuses  Sanguins
Veines
pulmonaires

Troncs gee—Veines de e Petites s
7 : B 4*— YVeinules
veinenx maoyen calibre veines

Canal thoracique gauche

Grande veine lymphatique a D Capillaires
Ganglions Vaisseaux Capillaires
Ivimphatigues Iymphatigues Iymphatigues

Figure /-1 : Organisation générale de I'architecture vasaivé. [Heymann2005]

Figure /-2 : Représentation schématique d'une structureramv@sculaire normale bien organisée. La
couleur rouge correspond au sang artériel oxygéleépleu correspond au sang veineux dépourvu
d’oxygeéne, et le violet correspond au sang pauvrgrorygéné. [Jain2002]
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Aorte Artére Artériole Sphincter Capillaire Veinule Veine Veine cave
’ O O

Diameétre 25mm 4 mm 30pm 35 um 8 um 20 pm 5mm 30 mm
Paroi 2 mm imm 20pum 30 pum 1 pum 2pm  O0.5pum 1.5mm
Endothélium[’
Elasticite =~ [ fu—
Muscle = =
Fibreux — -

\
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Y

K | /
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Figure /-3 : Schéma représentatif de la taille, de I'épaigset de la composition relative (endothélium,
élasticité, muscle, fibreux) de la paroi, pour éifinte section de la vascularisation. D’apres
[Holtz1996].

1.1.1 Structure de la paroi artérielle

La paroi artérielle est constituée de trois tunggudisposées de maniere
concentrigue de la cavité endoluminale vers lapbérie du vaisseau (Figue4). Ces

tuniques, de l'intérieur vers I'extérieur, sonintima, la média, et I'adventice.
1.1.1.1 Intima

C’est la tunique la plus interne et la plus fineldeparoi artérielle, elle est en
contact direct avec le sang. Elle est composée:

e D’une couche monocellulaire de cellules endothédialont I'épaisseur est
d’environ 15 um. Cette couche repose sur une lame basale riche en
collagéne et sur un tissu conjontti$ous-endothélial fibro-élastiques
assurant un réle mécanique de glissement de I'egtiom sur les couches
sous-jacentes, un role de diffusion des nutrimentde métabolites. Le
tissu conjonctif sous-endothélial peut étre le esiate manifestations

pathologiques (réactions inflammatoires) [Munsctg]l9&t également le

! Tissus conjonctifs (TC) : Tissus dont les cellidest séparées par la matrice extracellulaire ferde
fibres de collagene et élastiques, contrairemexgaithéliums ou les cellules sont jointives. Ledle est
d’unir, soutenir, protéger et d'isoler les orgadasorps.



Physiologie microvasculaire saine et tumorale 12

siege de la formation de dép6ts lipidiques plusmmins calcifiés (plaque
d’athérome).
Les cellules endothéliales ont plusieurs réles [arii987] : une
premiere fonction est celle de barriere de pernliégbet concerne la
pénétration contrblée des composantes sanguindgquies et cellules)
destinées a nourrir les parties internes de lagéa en assurer la défense.
Une fonction est celle de maintien du sang a I'dtatide (activités
d’hémostase), et enfin une troisieme fonction e#ieade calibration du
diamétre vasculaire (sécrétion des substances woatsactantes ou
vasorelaxantes) [Tedguil994].

» D’une limitante élastique interne (LEI), une coudbien individualisée
(épaisseur 40-80im) de fibre élastique (élastine) séparant l'intideala
média. L'intima est séparée de la LEI par un espateel acellulaire : la

zone sous-endothéliale (endartere).

1.1.1.2 Media

C’est la tunique moyenne de l'artere et la pluss8pa Elle est limitée par les
limitantes élastiques interne et exterh&l( et LEE), épaisses lames d'élastine percées
de fenestrations. Ces ouvertures sont suffisamgamdes pour permettre le passage
bidirectionnel de substances et de cellules. Laianédt constituée par I'empilement
concentrique d'unités lamellaires formées de adluhusculaires lisses entourées d'une
matrice conjonctive constituée des protéines fibesuet élastique (élastine, collagéne)
et de mucopolysaccharidfe€ette media assure les fonctions propres & k& gans la
région considérée (élasticité et modification dibca présentés par la diminution du
diametre de [lartere lors de contraction, appeléssogonstriction, et par la
vasodilatation lors du relachement) selon des ptaps variables de lames élastiques

et de fibres musculaires lisses.

1.1.1.3 Adventice

C’est la tunique externe de la paroi vasculairpasge de la média par la LEE.

Cette tunique est composée : d'un tissu conjopetif organisé riche en collagéne et en

2 Mucopolysaccharides : Molécules de sucre de longumine souvent localisées dans un liquide
visqueux, le mucus.
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fibres élastiques, contenant des fibroblase¢sles cellules adipeuses. D'une enveloppe
qui assure l'ancrage des artéres aux structuresirsaates. D’'un réseau de nerfs
vasomoteurs non myélinisés permettant une stinomates cellules musculaires lisses
dans la média et une dilatation ou diminution diiboa de la paroi. Cette tunique est
irriguée par un réseau microvasculaire, le vasaruas, qui assure la nutrition de

I'adventice et de la partie externe de la média.

vasarum

Endothélium
Tissu Endothélium
conjonehf
Intima Limitante
LEI elastique Iy
P Nt 5 L interme T TG
Media [ALED
Limitante
élastigue
= externe
{LEE)
LEE
N : Adventice —

Figure /-4 : Structure de la paroi artérielle. D’aprés [K&1990].

La structure histologique des artéres (intima, médiadventice) differe selon le
segment vasculaire considéré et elle conduit dategions différentes (Figur#5). Il
existe trois types d'arteresles arteres élastiquedes artéres musculairegt les
artérioles

- les artéres élastiquescorrespondent aux plus gros vaisseaux
(diamétre entrée : 10-20 mm) [Mc Donald1974] dentuimiére est ronde
et la paroi est relativement peu épaisse par rampordiametre (aorte,
artéres pulmonaires, carotides, sous-clavieres)esEkont de type
élastique, riche en élastine afin d’amortir I'ondgstolique, et de
transformer le débit cardiaque discontinu en cdusanguin-semi continu
[Lavabre-Bertrand2005].

® Fibroblastes : Cellules du tissu conjonctif qubguisent la substance fondamentale de la matrice
extracellulaire comme la collagene, I'élastindideonectine et les protéoglycanes
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- les arteres musculairefont suite aux précédentes mais avec un calibre
moindre (diamétre entrée : 1-10 mm), une lumiereralie en coupe, une
paroi relativement épaisse par rapport au diamegte,des fibres
musculaires prédominantes [Frayon2005]. Leur r&ede distribuer le
sang aux différents territoires et d’adapter le itdédux besoins
métaboliques de la région. Pour cela, la média danype d’arteres est
tres riche en fibres musculaires lisses capabkgaster le calibre.

- les artérioles dont le calibre est fin (diametre entrée : 0.008 mm)
[MCDonald1974], font suite aux arteres musculapesr déboucher sur
un réseau capillaire. Leur role est de contrbleddbit sanguin vers les
capillaires d’'un tissu selon une vasodilatatiorér@otaire (ceci entraine
une augmentation du deébit sanguin vers les cagdpi ou une
vasoconstriction artériolaire (ceci entraine umeidution du débit sanguin
vers les capillaires). La vasomotricité artéri@aifvasodilatation et
vasoconstriction) est réglée par des sphinctercapélaires, anneaux en

cellules musculaires lisses, situés a I'extrémeadsioles (Figurd-8).

média élastique
adventice

e e T

kLl i média musculeuse

media
sans intima

=,

/ adventice
g media riche en fibres élastiques
Y '-'/ intima

T
:-i‘-i'_-_i_'__--

e

TR capillaire
artére artériole

Figure /-5 : Structure simplifiée de la paroi des vaisseaaaguins. Les artéres sont toujours plus
circulaires en coupe que les veines.

1.1.2 Structures des réseaux capillaires

Ce sont les vaisseaux les plus fins de I'organi§sae0 pm) [Mc Donald1974].
lIs sont disposés en réseau enchevétré entre tar@lar et une veinule au sein méme
des organes, a I'exception des endroits ou ilstistdent entre deux artérioles
(glomérule rénal) ou entre deux veinules (draindgesang venu de la veine porte du
foie). C'est a leur niveau que se produisent lehagges entre le sang et le
compartiment interstitiel en fournissant aux celtules nutriments et le dioxygene et en

transportant les déchets et le dioxyde de carblimaés.

La paroi des capillaires, trés mince, n'est forngge d’'une seule couche de

cellules endothéliales reposant sur une lame haSale vaisseaux sont dépourvus de
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média et d’adventice, en plus de cellules contexcticellules musculaires lisses). Donc
ils sont incapables de réaliser une vasoconstnictioune vasodilatation.

Selon la structure de leur paroi, les capillaireayent étre divisés en trois catégories :
les capillaires non fenestrégontinus),les capillaires fenestrégt les capillaires
discontinugsinusoides) (Figuré-6).

Les capillaires non fenestrédont les cellules endothéliales unies par destijoms
serrées, sont présents dans la plupart des tezdtaie I'organisme (peau, cerveau,
muscle et poumon). L'absence des pores intercekglacontraint le transport des
fluides et des solutés par des vésicules qui esutt’'une invagination continue de la
membrane plasmique des cellules endothéliales ¢piose) (Figure7-7). Un tel
arrangement convient aux organes particulieremgrases aux microbes extérieurs, tel
le poumon, ou aux organes ou il est extrémemetijeei que le passage de substances
soit tres sélectif et controlé, tel le systtme aervcentralLes capillaires fenestrés
dont les cellules endothéliales séparées par dess p@00-800 A) [Jain1988],
s’observent dans les organes ou les échangenindenses (glomérules rénaux, intestin
et glandes endocrines) (Figuie?). Les capillaires discontinysdont les ouvertures
entre les cellules endothéliales sont larges eménbrane basale est absente ou
discontinue, se trouvent essentiellement dansriganes responsables de la production
des éléments cellulaires du sang (rate, foie etllenosseuse). Ce type de capillaire

permet un passage facile du plasma et des ceflalegiines.

membrane membrane membrane
basale liposclubles basale liposolubles basale
complete complete incompléte

liposolubles

fentes

intercellulaires
petites particules Cellules sanguines

A B &

tissu endotheélial
continu

fentes (pores)
intercellulaires

jonctions
serrées

Figure /-6 : Structure générale de la paroi d'un capillairéA) Capillaire continu, (B) Capillaire
fenestré(C) Capillaire discontinu.
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Figure /-7 : (A) Structure d'un capillaire fenestré. Les capillareontinus sont semblables, mais ils sont
dépourvus de poregB) Deux de quatre voies de passage possibles & wdaeparoi d’'une cellule
endothéliale (en coupe transversale), la voie péeaestration) correspond au capillaire fenestrdaet
voie vésicules pinocytaires correspond au capilaontinu. [Marieb1993]

Les capillaires se divisent en trois catégorie®rska complexité de ramification :
le capillaire de jonctionle réseau de capillaires vrait'anastomose artério-veineuse
(Figure 71-8). Le capillaire de jonction ou métartériglde 200um de diamétre, est sur
lequel centré le réseau capillaire. Sa paroi cohtiles péricytes (cellules contractiles
non musculaire) qui n'assurent pas une fermetunept&te de ce type de capillailee
réseau de capillaires vraigje 4-10um de diameétreconcerne des embranchements
anastomoseés entre les capillaires artériels eteugirauxquels s’opérent les échanges
des gaz respiratoires et substances diverses lengang et les tissus. Au début de
chaque capillaire, une valve ou sphincter précpallformé d’'un ensemble de cellules
musculaires lisses dont le réle est de contréledldit dans le capillaire suivant les
besoins cellulaired.’anastomoséartério-veineusenet directement en communication
une artériole et une veinule sans de nombreux erobements intermédiaires. A ce
niveau, l'artériole est particuliéerement riche éords musculaires qui permettent de
contrdler le débit du sang passant dans le résmaillaire. Ces shunts se trouvent dans
les régions ou le sang varie significativement aurg du temps : peau, bout de doigts,

tyroide, levres, etc.

* Anastomose : S’agit de connexion entre vaisseangsns.
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Figure /-8 : Schéma typique d’'un capillaire de jonctionuml'réseau capillaire, ou d’'une anastomose
artério-veineuse qui sont enchevétrés entre I'amtéra gauche (en rouge) et la veinule a droite (en
bleu). [Heymann2005]

1.1.3 Structure de la paroi veineuse

A la fin du réseau capillaire, les vaisseaux cogeet pour former la veinule post-
capillaire (Figurez-8) a partir de laguelle un nouveau systeme vaseutammence par
des veinules, des veines moyennes et des grosses.ve

La structure des parois veineuses est comparatdtieades artéres, mis a part la
présence de valvules ou clapets qui sont situéslesuquatre a cing centimetre, pour
empécher le reflux et imposer un sens unique @dalation du sang (Figur&9). Les
veines ont des parois plus minces et une complipluseélevée (capacité de distension)
que celle des arteres de méme calibre. La strutistelogique des veines comprend
les trois tuniques classiques : I'intima, la meeid’adventice. L’intima est faite d’'un
endothélium, doublé d’'une basale et d’'un conjonstiis endothéliale. La média
comprend un mélange, en proportions variablesjttesf musculaires lisses, de fibres
collagénes et élastiques. L'adventice est faitetisgu conjonctif pouvant contenir

guelques faisceaux musculaires lisses.
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Figure /-9 : Schéma représentatif des différentes parteekgaroi d’'une veine. [lllustration médicale et
didactique réalisée par Sophie Jacobin2004]

Les veines peuvent étre classifiées selon la streichicroscopique de leur paroi
qui évolue quand on s’éloigne du réseau capil@irselon 'anatomie et la fonction.
Selon la structure des paroiss veinules post-capillairesvec un diamétre de 10-25
um [Frayon2005], ont une couche de cellules endeatleél soutenues par une lame
basale et une adventice de fibres de collagéne fmblastes. C'est le site préféré des
cellules sanguines pour migrer dans les tissusveesiles post-capillaires convergent
pour formerles veinules musculaireg&lles ont une paroi riche en cellules musculaires
lisses, apparaissant entre I'endothélium et l@ emjonctif.Les veinules musculaires
fusionnent pour former les veinules collectrice8-80 um de diametre), aboutissant a
une série de veinules et de veines de diametrggssigement croissant et de structure
pariétale plus développé, ou les trois tuniqueinfen, média et adventice) sont plus
individualisées. A ce niveau, la structure parg&tés veines devient alors comparable a
celle des arteres, mais, dans les veines, la nestliaeaucoup plus mince et I'adventice,
composee principalement de fibres de collagenestitoa la majeure partie de la paroi,
(Figure 7-10).
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Figure 7-10 Structure microscopique de la paroi veineusg.: tissu conjonctif FE : fibre élastiques,
FC : fibres collagéned; : fibrocytes,CML : cellules musculaires lisseSE : Cellules endothéliales.

Selon I'anatomie et la fonction, les veines seédédhcient en trois catégories: les
veines de drainagéesveines collectricestles veines centraldsemaire1983].
Les veines de drainagdont partie d’'un tissu et conduisent le sang ehodg des
organes. Elles forment le versant veineux de lautition capillaire. Elles sont
classifiees en :
- Microveinules, 8-10um de diamétre, recoivent le sang des organes et se
réunissent pour former les microveinules d’écouleime
- Miniveinules, dont le diametre est compris entr® @0300um, possedent
une paroi dont la structure musculaire est sudaepdie mettre hors circuit
une partie du territoire capillaire (sphincter pagillaire). Parallélement,
des anastomoses artério-veineuses controlable qatraction sur le
versant artériolaire constituent de véritables shde I'unité capillaire qui
débouchent dans les veinules dont le diamétreoegpiis entre 300 et 500
pm.
Les veinescollectrices profondesecoivent par de nombreuses branches le sang des
tissus des différents organes pour le conduire Mersstructures centrales. La valeur
moyenne de leur diamétre est de 5 mm.
Lesveines centralesont les derniers collecteurs terminaux qui cosehii directement
le sang veineux a l'oreillette droite. Il s’agit teveine cave supérieure et de la veine

cave inférieure.
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1.2 Architecture des vaisseaux au sein d'un tissu tumat

La tumeur est une excroissance des tissus provaggarda prolifération anormale
de certaines cellules qui se multiplient plus remeént que les cellules voisines. La
tumeur est formée a partir de la transformationrpatation et/ou instabilité génétique,
d’'une cellule initialement normale. La transforroaticellulaire tumorale se traduit
notamment par une perte de contrle du cycle e@@yl une insensibilité a la mort
cellulaire programmée ou a I'apoptose et des anemde répartition de I'’ADN.

Dans une tumeur, la structure microvasculaire estptetement différente de
celle d’un tissu normal. C’est une structure clipadi les vaisseaux sont typiquement
dilatés, tortueux, non organisés en artérioles)laaps, et veinules (Figuré-11).

Les vaisseaux sanguins, au sein d’'une tumeur,dassifiés en neuf catégories selon
leur structure et leur caractéristique [Warren19T3Htégorie(1), artéres et artérioles
(2), capillaires non fenestrés(3), capillaires fenestrés (4) capillaires discontinus
(sinusoides) ; (5)canaux sanguins sans une couche endothéliéd bourgeons
capillaires; (7) veinules post-capillaireEapillaires géants) ; (8yeinules et veineset
catégorie (9)anastomoses artério-veineuses. Mis a part les kasmguins (catégorie
5) et les bourgeons capillaires (catégorie 6),Vi@isseaux tumoraux restant ont une
structure analogue a celle des vaisseaux darssleniormal, mais, avec la présence des
cellules tumorales dans la couche monocellulaire a#lules endothéliales

[Hammersen1985].

Figure /-11 Structure microvasculaire chaotique dans umaeur. [Jain2002]
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On va détailler la structure microvasculaire aipaie la catégori€b) jusqu’a la
catégorie (9) du point de vue de leur importancesda progression et la métastase
tumorale. Catégorig(5) canaux sanguins: leur paroi est dépourvue deulesl
endothéliales. Leur présence dans un certain typwral permet au sang de passer
parmi et autour des cellules tumorales [Warrenl918F globules rouges sont en
contact direct avec les cellules tumorales. Catéd6), bourgeons capillaires : ils sont
formés par le processus d’angiogénese tumoral cascela néovascularisation qui
sera expliquée ultérieurement. Ces bourgeons pe@mendu type effilé ou sacculaire
selon le calibre de la lumiére. Les cellules enéiidles qui recouvrent la paroi interne
de ces néovaisseaux different de celles rencont@®s les vaisseaux normaux
[CIiff1965]. Par conséquent, ces néovaisseaux sxmtémement fragiles, ils sont
entourés par des globules rouges et des dépdiisrohes fen raison d’hémorragie locale.
Catégorie (7), veinules post-capillaires : ces sgasix sont tortueux et larges en
diamétre. Au contraire des veinules post-capilairormaux, ces vaisseaux sont
dépourvus d’'une membrane basale. Par conséquesdlleles cancéreuses passent plus
facilement dans le sang (intravasation vasculqii@n1987]. Catégorie (8), veinules et
veines : ces vaisseaux sont aussi tortueux, sa@sjlat dilatés. Leur contenu en débit
sanguin et oxygene change avec le temps. Caté@@yieles anastomoses artério-
veineuses : ces anastomoses se trouvent en graaaéité dans une tumeur. Elles

concernent un shunt direct des capillaires du ad&Fiel vers le coté veineux.

D’apres cette représentation méme succincte sehitacture vasculaire dans une
tumeur, il est possible que le parcours du sangedatcoté artériel (catégorie 1) et
veineux (catégorie 8) se fasse a travers les \@migsde la catégorie 2 jusqu’a la
catégorie 7, ou directement a travers les shubtdsi@wveineuses. Il est encore possible
que le parcours du sang soit dans le méme cotalegjcatégorie 8) par I'intermédiaire
des capillaires non-fenestrés (catégorie 2) jusguieeinules post-capillaires (catégorie
7). Dailleurs, la circulation du sang a travers unetaiae architecture vasculaire
tumorale dépend également de la zone tumoraléesesll bien perfusée, semi-nécrosée,

ou completement nécrosée.
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1.3 Angiogénese

L’étude bibliographique présentée dans les paragsaprécédents, concernant
I'architecture vasculaire et sa structure pariéthlas un tissu normal et tumoral, nous
permet, dans ce paragraphe, de souligner le pusessl’angiogénese du point de vue

son déclenchement et son role dans des différsittegions.

Le processus d'angiogénése concerne la formationna&/eaux vaisseaux
sanguins, essentielle dans la vie pré- et postengtaur la croissance et 'hémostasie
(processus de coagulation et de cicatrisation) g@&®900]. Il prend naissance par
bourgeonnement, sous leffet des stimuli hormonamx dans des conditions
ischémiques, a partir d’'une microcirculation prétate (capillaires) [Folkman1995 ;
Scahperl1996 ; Riseaul997]. Ce processus s’obsewvantdla vie embryonnaire
[Wagner1994], lors de la maturation de la muqueauéene durant le cycle menstruel
[Kamat1995] et lors la réparation tissulaire coneet la cicatrisation d’une blessure
cutanée [Singer1999]. En dehors de ces situati@mgiogénése est absente des tissus
normaux. Un défaut de régulation spatiale et temdforpeut conduire a une
angiogénese excessive contribuant a la croissaasecdllules cancéreuses et aux

métastases [Folkman1971].

1.3.1 Angiogénese tumorale

Le détail du processus de I'angiogénése est fondi@inpour comprendre, dans
les chapitres suivants, les stratégies thérapegignécessaires pour inhiber le

développement tumoral.

La cellule cancéreuse est a l'origine une cellunrale qui a subi une
transformation par lintermédiaire des changememggnétiques distincts. Ces
changements comprennent une activation d’un one3géne perte de téloméréset
une induction d’une aneuploidfHahn2002]. La phase tumorale débute par une phase

prévasculaire ou la taille est inférieure ou éga2-3 mni, et, & partir d'une certaine

®> Oncogéne : Géne, a I'origine normal, a subi un&atioun pour provoquer I'apparition des tumeurs.

® Tolomérase : Enzyme qui, lors de la réplicatio’4®N chez les eucaryotes, permet de conserver la
longueur des chromosomes.

” Aneuploide : Cellule qui présente un nombre anbdeahromosomes.
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taille tumorale, on observe une transition vers utese vasculaire, appelée
“angiogenic-switcfi (induction vasculaire tumorale) (Figurg12) [Folkmanl1995].
D’ou, une dépendance étroite entre la croissanceorale et le développement
vasculaire [Folkman1971]. Les cellules tumoralessdéa phase prévasculaire sont
dormantes, elles proliferent rapidement, sans d@pelment néovasculaire, jusqu’'a ce
gu’elles atteignent un taux d’équilibre avec lextale mort cellulaire programmée
(apoptose). A ce stade, des bourgeons vasculasas de vaisseaux préexistants sont
recrutés par le processus d’angiogénese tumorial@'atcorder les besoins cellulaires
en oxygene et en nutriments (Figur&3) [Folkman1990 ; Filder1994 ; Rafii2002]. Les
bourgeons vasculaires recrutés sont accompagngés dhobilisation des progénitefirs
endothéliaux et d’une surexpression des facteugiogénique$ par les cellules

tumorales.

Figure 7-12 Schéma d'uriswitch” angiogénique qui illustre la transition d’'une pleaprévasculaire
(image a gauche) a une phase vasculaire (imageaejr [Folkman1974]

® Progéniteurs endothéliaux : Cellules souches edif§érencient en cellules endothéliales.
° Facteurs angiogéniques : Protéines qui activangibgénése.
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Figure /-13 Représentation schématique du développementralinpar la néovascularisation
aboutissant a : augmentation du taux d'oxygene ex dutriments perfusés, et sécrétion locale des
facteurs de croissance par les cellules endotredigbour agir sur les tissus de voisinage. D’aprés
[Folkman1995]

1.3.1.1 Facteurs angiogéniques activateurs et inhibiteuenfi-angiogéniques)

Durant un processus d’angiogénése normale, lesargs@aux se développent
rapidement et deviennent stables. Cette stabsitérehestrée par un équilibre entre les
facteurs stimulateurs et inhibiteurs de l'angiog&néEn revanche, dans un processus
d’angiogénese pathologique, un déséquilibre emsestimulateurs et les inhibiteurs
angiogéniques devient notable et le taux des detive vasculaires devient également
considérable. Par conséquent, le développementulaéec devient moins stable
[Dvorak1986].

¢ Les facteurs angiogéniques activateurs

Ce sont des molécules polypeptidiques, ou cytokinessentielles a la
communication cellulaire. Elles sont produites partumeur sous des conditions
d’hypoxie. Ces molécules sont capables de mod@ecomportement des cellules
endothéliales suivant plusieurs fonctions: la ifgFmtion, la migration, et la
différentiation. Plusieurs types d’activateurs sonpliqués dans la régulation positive
de l'angiogénése (Tableau 1), tels que :“imscular endothelial growth fact6r
(VEGF), “le fibroblast growth factof (FGF), le “platelet derived growth factdr

(PDGF), le “tumor growth factorg” (TGH3), “I’angiogéning, le “tumor necrosis
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factor a” (TNFa), “I'interleukine 8 et les “prostaglandines. Les facteurs de
croissance qui jouent un role crucial dans l'atiorade I'angiogénese appartiennent
aux familles du‘vascular endothelial growth fact6VEGF) et du“fibroblast growth
factor” (FGF).

IMasse Mitogene  Année de
Facteur moléculaire Endothéliale publication . Auteurs
Fibroblast growth factors )
Basic 18,000 OW 1984  Shing et al.
Acidic 16,400 Cw 1984  Maciag et al.
1985 Esch et al.
Angiogenin 14,100 Mon 1985  Fett et al.
Transforming growth 5,500 Ot 1986 Schreiber et al.
factor a
. Non
Transforming growth 25,000 1986 Roberts et al.
factor 8 Mo
Tumor necrosis factor a 17,000 1987 Friter-Schrisder et al., Leibovich
: et al.
. O
WVascular endothelial growth 45,000 1983 Senger et al.,
factor 1989 Ferrara et al., Connolly et al.,
- i Plouet et al.
Platelet-derived endothelial- 45,000 o 04 PE 10989 Ishikawa et al.

cell growth factor these de I ADN

Granulocyte colony-stimulating 17,000 O 1991 Bussolino et al.

factor
Placental growth factor 25,000 Faihle 1991 Maglione et al.
Interleukin-8 40,000 Ot 1992 Koch et al.
Hepatocyte growth factor 92,000 Om: 1993 Rosen et al., Bussolino et al.
Proliferin 35,000 Cut 1994 Jackson et al.

Tableau 1 : Facteurs angiogéniques. [Folkman1995]

Le VEGF, aussi dénommévascular permeability factér (VPF), est une
glycoprotéine de poids moléculaire 45 kd [FolkmaH]9 Il se lit a deux récepteurs a
activité tyrosine kinasé exprimés par la membrane des cellules endothgliale
récepteur de type MEGF receptor-lou VEGFR-1) et le récepteur de typeVEGF
receptor-2ou VEGFR-2). Apres liaison avec le VEGF dans us gathologique, des
signaux mitogéniqués puissants et migratoires sont transmis (VEGFR#2in@uits
(VEGFR-1 et VEGFR-2) afin de stimuler la prolifécat des cellules endothéliales
(Figure 7-14 B), la mobilisation des progéniteurs endothi&ligendotheliale progenitor
cells, EPC9 de la moelle osseuse vers la circulation périghér(Figurez-14 A), la
production des enzymes protéolitigtfesxtracellulaires pour faciliter la migration des
cellules endothéliales (Figuel5 B) [Zachary2001 ; Meadows2001], la survivanes d

10 Activité tyrosine kinase : Activité enzymatiqueracellulaire concernant la phosphorylation d’uidac
aminé, la tyrosine.

! Signaux mitogéniques : Signaux favorisant la neitesla division cellulaire.

2 Enzymes protéoloitiques : Enzymes qui détruisesiprotéines.
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cellules endothéliales par activation de certatgpes de protéines inhibant I'apoptose
[Gerber1998, Thakker1999] et I'organisation desutet endothéliales en des structures
tubulaires pourvues de lumiere ressemblant a defladiees sanguins (Figuré-15 A,

B) [Pepper2000]. Drailleurs, le VEGF a la capacitie rendre les veinules
hyperperméables, en créant des pores entre letojosicles cellules endothéliales, pour
faciliter la circulation des protéines plasmatiq(fdsrine) vers I'espace extravasculaire
[Dvorak1995]. Cette hyperperméabilité moléculaeearde I'élimination d’'un oedeme
et transforme la fonction antiangiogénique du s&dnd’un tissu normal en une

fonction proangiogénique [Dvorak1995 ; Dvorak2002].

Plusieurs membres peuvent se compter dans la éadelVEGF : VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C et VEGF-D. Certains de ces membres sonteserit impliqués dans les
processus d'angiogénése en se liant sur les régeptEGFR-1 et VEGFR-2, comme
le VEGF-A et VEGF-B, tandis que le VEGF-C et VEGEF-Belon le contexte
biologique, sont en plus impliqués dans la régofate la lymphangiogénééepar la
stimulation d’'un récepteuVEGF receptor-3ou VEGFR-3) sur la surface de cellules
endothéliales des vaisseaux lymphatiques (Figuxé4 A) [Veikkolal999].
L’expression du VEGF-A dans le milieu tumoral emstge. Elle est induite dans des
conditions ischémiques qui s’accentuent lors deghaentation de la tumeur en masse

et I'apport des nutriments par des vaisseaux pseexXs devient insuffisant.

13 Stroma : Charpente fibreuse et nutritionnellecikiles.
4 Lymphangiogénése : Formation de néovaisseaux Igiiple.
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Figure /-14 : Modéele représentant le role du facteur deissance vasculaire (VEGF) et de son
récepteur dans une angiogéneése tumorgdé.Le VEGF produit par les cellules tumorales ou wek du
stroma, stimule les récepteurs des cellules endlatbg vasculaires VEGFR-1, VEGFR-2 ou VEGFR-3,
et également mobilise les cellules endothélialeg@niteurs (EPCs). VEGF-C et VEGF-D stimulent le
récepteur des cellules endothéliales lymphatiQuUEESRR-3. (B) Génes dans le noyau d'une cellule
endothéliale sont activés apres la transmissionnddignal induit lors de la fixation du VEGF aux
récepteurs membranaires aboutissant a une libénatides enzymes protéolytiques. D’aprés
[Hicklin2005; April Palmer2004]

Le FGF est considéré comme un facteur de croissamaynergie avec le VEGF
en ce qui concerne l'invasion des cellules endiledl dans la matrice extracellulaire.
Il s’agit d'un peptide d’environ 150 acides amifBsrgess1989] qui se trouve associé
aux cellules endothéliales et sous-endothélialeas dla matrice extracellulaire
[Baird1987 ; Vlodavsky1987]. Le FGF existe en déormes, le FGF acide (FGFa) de
poids moléculaire 18 kd et le FGF basique (FGFb)pdels moléculaire 16.4 kd
[Folkman1995]. lls possédent wune activité mitogef&ospodarowicz1987 ;
Thomas1985] et chimiotactique [Terranoval985] quexexce sur les cellules
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endothéliales, les cellules musculaires lisseg®tckllules jeunes, ou fibroblastes, du
tissu conjonctif qui élaborent la matrice extragelre. Le FGF pourrait favoriser la
libération des activateurs de la cellule endotkeglieonduisant a l'activation des
protéinases capables de dégrader la membrane higsatapillaires [Mignatti1989] et
d’induire la migration des cellules endothélialessvla matrice extracellulaire afin de

construire des tubes en capillaires [Montesano1986]

En plus de la stimulation de l'angiogénése par fdeseurs angiogéniques, la
stimulation mécanique serait un autre stimulus imgm de I'angiogénése. Elle
concerne les interactions des éléments figurésadg avec les cellules endothéliales,
I'exsudation des protéines et d’éléments figurésalg vers la matrice extracellulaire
et enfin 'augmentation des contraintes de cisadiets [Davies1997] qui varient
proportionnellement a la viscosité et la vitessggaie et inversement proportionnelle

au diameétre du vaisseau.
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Figure /-15: Représentation schématique du déroulement pthcessus de I'angiogénes€A)
représentation de I'angiogénése au niveau vascellai(B) au niveau moléculairel : Activation des
cellules endothéliales (CE) suite a l'induction desteurs angiogéniques (VEGF) par une cellule
tumorale (T). Les cellules endothéliales contridugrta formation de protéases, digérant la membrane
basale et une zone de la matrice extracellulair&E@), et I'extension de fins processus cytoplasnsique
en direction de la source du stimulud : Migration des cellules endothéliales dans la ntariet
formation d’un bourgeon capillaire. Proliférationed cellules situées en arriere du front migratoire.
Formation d’'une lumiére dans la région proximale lshurgeon capillaire3 : Maturation du bourgeon
capillaire, impliquant la reconstitution de la lanb@asale et la formation du vaisseau mére (VM) de la
néovascularisation. D’apres [Stephan2000 ; Pepp630
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e Les facteurs angiogéniques inhibiteurs :

Ces facteurs sont des anti-angiogéniques qui erspédth stimulation mitogene
des cellules endothéliales produite par les fastamgiogéniques. Par conséquent, le
développement néovasculaire peut étre bloqué parfasteurs au moment ou la
croissance tumorale et la formation néovasculaing sitteintes [Stephan2000]. En
revanche, le taux des inhibiteurs angiogéniquesaénué lors le déclenchement de
'angiogénése [Dameron1994]. Il existe plusieungetyde facteurs angiogéniques qui

different selon leur fonction comme le montre lel¢au (Tableau 2).

Inhibiteur de Inhibiteur de Fxistedansla Existe dansla ma-

Facteur polifération chimiotactisme droulation ! trice extracellulaire Auteurs
Platelet factor 4 O it Ot Non Sharpe et al., Taylor
and Folkman
Thrombospondin-1 Chy O O O Rastinejad et al., Iruela-
Arispe et al.
Tissue inhibitors of Murphy et al.,
metalloprotein- Moses et al.
ases (TIMP) . . .
TIMP-1 Mon O Chu inconnu
TIMP-2 O i O inconmn
TIMP-3 incotmu incotmu inconnu Ot
Prolactin (16-kd O Cht - - Clapp et al.
fragment)
Angiostatin (38-kd O Chat O - O'Reilly et al.
fragment of
plasminogen)
bFGF soluble receptor  Oui - Cui - Hanneken et al.
Transforming growth Oui Choi O B Raoberts et al., Baird et
factor B al., Muller et al.
Interferon alfa Oui Oni Oui - Sidky et al.
Placental proliferin- Chad i Chad - Jackson et al.

related protein

Tableau 2 : Facteurs inhibiteurs de la prolifératides cellules endothéliales. [Folkman1995]

1.4 Hémodynamique vasculaire et microenvironnement

tumoral

Les anormalités d’'une structure vasculaire tumoratncernant la tortuosité,
I'élongation et la dilatation, se manifestent pags dpropriétés hémodynamiques
vasculaires et métaboliques différentes que dansissn normal, tels que le flux
sanguin, I'oxygénation, l'alimentation tissulaile, distribution du pH et le taux local
d’oxygene. Les proportions anormales peuvent neft¢nsouligner le degré de la

malignité tumorale, la métastase et l'influence lauréponse aux différentes modalités



Physiologie microvasculaire saine et tumorale 30

thérapeutiques, tels que la radiothérapie, la dimérapie, la vectorisation des

médicaments in situ et un autre traitement noructical.

1.4.1 Flux sanguin

Le flux sanguin dans un vaisseau joue un réle itapordans la livraison des
agents thérapeutiques a une tumeur [Jain1985Judéétbibliographique de Vaupel
[Vaupell989], sur le taux du flux sanguin a traveissieurs types de tumeurs
humaines, a montré des valeurs considérablemeadrignfes ou supérieurs a travers le
méme tissu d’origine (Figuré-16). La plupart des tumeurs contiennent deux régio
perfusées différemment, une région bien perfuséesqudéveloppe rapidement et
s’infiltre dans I'environnement normal, et une @ymoins perfusée souvent engendrée
par le développement d’'une nécrose. En plus, lfugien sanguine dans les shunts
artérioveineux d’'une tumeur maligne atteint 30%sdng artériel irriguant la tumeur
sans qu'il y ait le moindre processus d’échanges daméseau capillaire [Endrich1982 ;
Weiss1979].

Trois parametres peuvent changer le flux sanguims dan réseau vasculaire
tumoral, tels que : la différence de pression mrtéeineuse aux bords d'un tissu, la
résistance geéométrique offerte par la morphologsculaire (longueur, diametre,
volume et nombre des vaisseaux), et la résistanegueuse déterminée par les
propriétés rhéologique du sang (augmentation dw teufibrinogéne dans le plasma,
présence dans la lumiére vasculaire des cellulesecauses et agrégation des globules
rouges) [Sevick1989 ; Jain1988 ; Vaupel1975].
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Figure 7-16 : Valeurs du flux sanguin irréguliéres pour demeurs humaines malignas) (et moyennes
pour un tissu normal (lignes horizontales). [Vau839]

1.4.2 Taux de consommation en oxygene et oxygénation d’umssu
tumoral

L’oxygéne est un élément indispensable pour le bofitame cellulaire ainsi que
pour le développement des cellules normales ouétanses. L’oxygénation d’un tissu
est la résultante du taux d’oxygene disponible d#énssang artériel okygéne
disponible = flux du sang nourriciex concentration artérielle en £p et du taux de
respiration cellulaire [Vaupell989]. Dans un tissarmal, I'approvisionnement en
oxygene est contr6lé par les besoins cellulaidesstl accompli par la modulation du

OZconsommé) en

flux sanguin et/ou par le changement du taux d’eéxggutilisé O, s = o

2disponible
fonction des altérations physiologiques [Vaupel]98ar contre, dans un tissu tumoral
ou les régions sont moins perfusées (microcircutathétérogene dans la masse
tumorale), la modulation du flux sanguin ou du talpxygéne utilisé reste limité. Pour
cette raison, le manque d’oxygénation est une té@ratique commune de la plupart des
tumeurs malignes [Vaupel1989].
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1.4.3 Consommation de glucose

La glycolyse ou dégradation du glucose est un mgecenfondamental dans le
métabolisme cellulaire. Elle peut se produire akgeprésence de I'oxygéne (aérobie),
c’est le cas d'un tissu normal, ou sans sa présg@maerobie), c’'est le cas d’'un tissu
tumoral. Dans les deux types de métabolisme celule glucose est toujours converti
en CQ, HO et molécules d’Adénosine Triphosphate (ATP) comtscapables de
fournir de I'énergie aux réactions chimiques celilds. Pour un métabolisme
anaérobie, plus d’ions 'Het moins de molécules d’ATP par une mole de gleid@s
moles ATP/mole de glucose) sont produits. En relvanpour un métabolisme aérobie,
plus de molécules d’ATP par une mole de glucosen(®es ATP/mole de glucose)
sont produits [Pfeiffer2001]. L'inefficacité énetggie du métabolisme anaérobique est
compensée par 'augmentation du nombre de trarapodu glucose, afin de maintenir
un niveau énergeétique suffisant aux besoins dedif¢ration des cellules tumorales
[Medina2002].

1.4.4 pH tumoral

Le pH dans un tissu dépend de la concentratiomotesH qui se forment lors du
processus de glycolyse intracellulaire. Dans le aage fonctionnement tissulaire est
normal, les ions Hsont transportés a I'extérieur des cellules pauilsgatteignent, a
travers le liquide interstitiel, les vaisseaux sdng. Donc, une accumulation en ioh H
dans le milieu tissulaire en principe n’existe petsle pH du milieu reste neutre. Par
contre dans le cas d’'un fonctionnement anormallag®, cas tumoral par exemple, un
taux de glycolyse élevée coincide avec un mauva@mae vasculaire des ions H
expulsés par les cellules. Par conséquent, les kns’accumulent dans le milieu
extracellulaire du tissu et la valeur du pH se aéplvers I'acidité (Figurd-17),
particulierement dans les tumeurs volumineusesi éblar perfusion sanguine est faible
[Kallinowski1989].

La conséquence de l'acidose dans le milieu exitdagk tumoral surproduit la
sécrétion du VEGF [Shi2001] ainsi que l'invasiormtuale et les métastases en
augmentant l'activité des protéases qui se traduipar la destruction de la matrice

extracellulaire [Turnerl979 ; Schlappack1991].
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Figure 7-17 : Valeurs du pH mesurées, a l'aide des éleasodensibles (pfl), dans des tumeurs
humaines #) et dans des tissus normaux.(Les fleches correspondent aux valeurs moyenugsHd,;

les nombres entre parenthéses sont les nombres twlesurs étudiées. A, glioblastomes; B,
astrocytomes ; C, méningiomes ; D, métastases die@e ; E, mélanomes malignes ; F, sarcomes ; G,
carcinomes mammaires ; H, adénocarcinomes ; |,icaroes spinocellulaires, J, muscle squelettique au
repos; K, peau (a 37°C) ; L, sang artériel ; cerueaN, peau (surface) ; O, érythrocyte. [Vaupel1P89

1.5 Embolisation artérielle par cathéter

Pour démontrer l'intérét de cette these, on vaddaltiord traiter brievement dans
cette section un des processus de traitement tliroar@mbolisation artérielle sur

lequel va ensuite s’articuler notre travalil.

L’embolisation artérielle par cathéter ou TAE (sarterial embolization) est une
procédure de radiologie interventionnelle consistainjecter, sous fluoroscopie, des
différents agents d’occlusion vasculaire ou embgbesir traiter des hémorragies
causées par des néoplasies inopérables [Goldst&hl®e saignement post-opératoire
incontrélable [Greenwood1987], des malformationgéraveineuse [White2000 ;
Yakes1997] ou induire la dévascularisation de o®t tumeurs [Vinuelal992 ;
Novak1990]. Une des tumeurs qui a retenu notretaite est le fiorome utérin. C’est la
tumeur bénigne la plus fréquente du pelvis chderfame touchant une femme sur trois
[Buttram1981 ; Stewart2001 ; Vollenhoven1990]. libsomes sont responsables d’'une
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symptomatologie variée dominée par les ménorraffiégles tres abondantes et/ou
prolongées), les douleurs pelviennes et le syndrdem&ompression des organes de
voisinage. Les fibromes peuvent également parfoise éesponsables d’infertilité
[Buttram1981].

Le traitement médical des fibromes utérins peutgre plusieurs aspects, tels que
le traitement chirurgical conservateur (myomectgmieu non conservateur
(hystérectomie) [lverson1996 ; Stewart2001], eu@dtment un regain d’intérét par le
professeur Jean-Jacques Merland, membre de I'éqigpeadiologie de I'Hopital
Lariboisiere, qui a utilisé I'embolisation des ag® utérines aux particules de
PolyVinyle d’Alcool (PVA) comme traitement pallifitet efficace des hémorragies
obstétricales tout préservant le potentiel de liigrtichez la femme [Frates1994 ;
Pelage1998 ; Pelagel1999a ; Ravinal995a].
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L'idée générale sous-jacente de ce chapitre estagdétectabilité des informations sur
'image est en compétition avec les défauts d'uniité du signal des images. Une
faible variation d’intensité spatiale peut traduaessi bien des variations propres de
I'objet exploré que des artefacts qui peuvent selyre au niveau du capteur. Les
défauts d’intensité dans I'image (variations losale la brillance dues par exemple a un
effet de susceptibilité, affaiblissement du sigmkns certaines régions lié a la
répartition du champ radiofréequence (RF)) ont daw®s origines différentes. En
particulier des imperfections des champs radiofeéqa émis et recus par I'antenne, la
nature de I'objet et sa position par rapport atBane, un mauvais choix des parameétres
de la séquencéRM ou d'une défaillance de la calibration automatigigel’antenne
peuvent étre éventuellement a l'origine de cesulsfa

Nous présentons dans ce deuxiéeme chapitre la pnakifue globale que pose la
quantification d’informations dans des images obésnpar imagerie par résonance
magnétique IRM), I'objectif étant d’apporter une contribution @ inéthodologie de

quantification précise du signal provenant des eiillans.

Dans le paragraphl, nous rappelons brievement quelques pointspkre sur IRM,
nous décrivons les séquencisl(2) que nous avons utilisées dans cette thd&ffet
d’'un agent de contrast@.(.3) sur le signal de résonance magnétique nrel@MN).
Nous rappelons les caractéristiques des antendesiiguies et surfacique.(.4) car
leur choix a un impact important sur les résult®?), puis nous évoquons de
nombreux facteurs qui peuvent détériorer la précisét la fiabilité de l'analyse
quantitative des image&.8). Parmi ceux-ci, les défauts d’intensité noasajssent étre
'un des facteurs d’erreur les plus importants Idis la quantification des faibles
variations du signalRM. Apres avoir examiné la bibliographie, nous classtes
méthodes de corrections et de compensation deatsétiintensité selon deux
catégories, pré- ou post-traitemenit3(4).

Ces deux types d’approche sont issus de deux coautés scientifiques différentes.
Les approches de types prétraitement sont essemtegit le fait de physiciens. Ce sont
des meéthodes ciblées, fondées sur lidentificategnla modélisation des sources
physiques qui perturbent le signal. Elles nécessipmur la plupart I'utilisation de
protocoles spécifiques, longs donc souvent peucgpés en routine clinique. Ce sont

soit des méthodes d’estimation de signal sur faat8wmit des méthodes fondées sur
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I'expression du signal qui, toutes deux, tiennerhpte de la distribution des champs

radiofréquence.

Les méthodes de post-traitement, représententeute cété, la grande majorité des
travaux sur le sujet, elles sont dues a la comnténdas traiteurs d’'images. Cette
pléthore de méthodes s’explique par les besoingaitements d’'imagea posteriorj

comme les segmentations. Ces méthodes étant foedéesme modélisation des effets
et non des causes de défauts d’'intensité, la reférauquel le résultat doit étre comparé
n'est pas connue. Il en résulte une certaine ditficpour apprécier la pertinence de ces

méthodes.

Nous avons choisi de proposer ici une démarche adétbgique ciblée. Celle-ci peut
permettre une quantification précise du signal méessur les imagesiRM
d’échantillons. Cette correction est décrite phis bu paragraph2.3.5. Elle comporte
deux étapes : un prétraitement pour constitueriomage de référence, avec un choix
particulier d’antenne, de séquence, de calibraterfantdmes ayant la méme densité de
noyaux résonnants répartis dans I'antenne ; puisaitement des valeurs extraites lors
d’autres acquisitions, aveéanoyennagé du signal image des échantillons selon leur
position, et qui tient compte de la réponse a I'ewgment de la région analysée afin de

réduire les défauts d’'intensité.

2.1 Description du phénomene physiqgue de Résonance

Magnétique Nucléaire

La RMN est une technique en développement depuis uneantajne d’années.
Le phénomeéne physique, connu depuis la fin desesnt®30 (I Rabi premier prix
Nobel pour la RMN) a été conceptualisé sous sa doautuelle en 1946 par les
expériences de F. Bloch [Bloch1946] et E. M. Purigalircell1946]. Le prix Nobel de
physique leur a été décerné en 1952. Durant 3Ceatrg I'année de cette découverte et
les premiers diagnostics médicaux, RMN a été principalement utilisée pour les
analyses chimiques non-destructives. Ce n’est parér de 1971 que lintérét d’utiliser

le phénomén&MN en investigation meédicale a eu lieu suite aux étutde Damadian
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pour déterminer la différence des temps de relanafi; et T, des tissus sains et
tumoraux [Damadian1971]. Les travaux de P.C. Lauteont introduit en 1973 'usage
des gradients pour localiser les noyaux a l'origies signaux a l'intérieur de I'objet
étudié pour en donner des images. SimultanémeiaRsfield a montré la possibilité
de convertir trés rapidement ces signaux en ungereaploitable. lls ont obtenu le prix
Nobel de Médecine en 2003. En 1975, A. Kumar €@ RErnst ont introduit IRM avec

I'encodage de phase et de frequence comme apphaditiecte de la transformation de
Fourier. Dés cette époque, la localisation du s$iggsar de [aRMN du proton de I'eau

tissulaire et de la graisse est devenue une méddilihagerie clinigue non-invasive,

souvent de premiére intention.
2.1.1 Principe physique

La RMN est un processus sélectif qui rend compte des é&nergie des noyaux
doués de magnétisme lorsqu’ils sont soumis a lieppbn de deux champs
magneétiques I'un statiqué() et I'autre radiofréequencé).

En imagerie, le signal détecté peut étre associkexastence du moment
magnétique de protons ou noyaux d’hydrogér®, (noyaux les plus abondants dans les
tissus vivants. Ces particules chargées, que leprésente comme animées d'un
mouvement de rotation sur elles-mémes, possedant d®ments qui sont liés et

alignés sur leur axe de rotation : un moment ajuétide “spin” représenté par le
vecteur S et un moment magnétique élémentaire qui est ptiopoel au vecteur de
spin i1 = y.S ol yest le rapport gyromagnétique des noyaux considéeénoyau peut
étre alors assimilé a un dipdle magnétique micnoise®. L'ensemble des dipbles d'un
échantillon tissulaire donne lieu a un moment mégné macroscopiqued = > 7,
ou aimantation d’origine nucléaire de I'échantillon

En I'absence de champ magnétique externe, sodetlad I'agitation thermique,
les vecteursiz sont orientés dans des sens aléatoires et leutarésuM est alors nulle.
En présence d’un champ magnétique statBByiées moments magnétiques des protons
dont le nombre de spin vaut 1/2, prennent dewntai®ns possibles : sdiparallele” a
Bo, soit “antiparallél€ ce qui donne deux niveaux d'énergie différemmentptés. La
difféerence de population entre ces deux niveauxresponsable de I'apparition de

I'aimantation macroscopique orientée selon le sinshampB, appliqué, soiM,, dont

la valeur d’équilibre est notd,.
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Vu de fagon semi-classique, chague moment magméfiest soumis dard, a

un couple de moment donné par la relatiorl§? lui imposant un mouvement de
précession autour la direction &g (direction Oz du repere du laboratoire) (Figure
21).

di _ . =

—=yu B -1

qr - YRDOB, @-1)
Le rapport gyromagnétique du noyau de I'espéceidérée (proton d’hydrogéne, vaut

y = 21 x42.6 16 rad/s/tesla).

o

Figure 21: Mouvement de précession d'un moment magnétigie situé dans un champ
magnétiques, . Les deux vecteurg et B, forment un anglé. D’aprés [Haacke1999 a]
La précession dgl est exprimée sous forme d’une pulsation de vitesggilaireas
dite de Larmor qui est proportionnelle a 'inte@sileB, via ; soit :
W, = YB, = 21w, e-2)

Afin de détecterM , I'aimantation d’'un ensemble de protons peut pagurbée
par un champRF d’amplitudeB;, perpendiculaire 8,. B, est créé par I'application
d’'un courant sinusoidal, a la fréquence de résandecl’hydrogéne, dans une bobine
d'axe perpendiculaire &,. M bascule d’'un angle par rapport a la direction dg, .
L'angle ainsi effectué est proportionnel a la dytgede cette impulsioet a I'amplitude
(B): o = yBit,, M tourne simultanément autour dg, a la fréquencey,
(2mu, = w, =yB,) et crée une composante transver&ﬁlg. Aprés I'impulsionRF, M

revient vers la position d’équilibre (alignementeavBy) tout en effectuant un

mouvement de précession a la fréquence de Larnesr.amplitudes des composantes
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longitudinale M, et transversaleM,y, €voluent selon les constantes de temps de
relaxation longitudinaleT,, et transversald,, qui caractérisent également leur retour a
I'équilibre. T; et T, dépendent de la structure moléculaire ainsi quetl’éolide ou
liquide de la matiére [Bottomley1984 ; SchuhmacB8rl; Imran1999].
Pour un basculement initial de 90° on pourra écrire
M, () =M (1-e"") 2-3)
M,y (1) =M (™) R-4)
La constante de temfs est le temps de relaxation spin-milieu et la cants de temps
T, est le temps de relaxation spin-spin.

M décrit un mouvement complexe autourgjea la fréquence de Larmor (Figu?e?).
L’extrémité de la projection d&1 dans le plan xOyWiXy) décrit une spirale et, au

cours de ce mouvement elle va induire un signgel@e ‘signal de précession libt®u
“Free induction Decdy(FID), recueilli par une antenne de réception dbaxe

magnétique est perpendiculaire a la directioBge

Mz A
y
i 63%
B, s
I ]
d
A T Temps
antenne
37%
T2 Temp;

Figure 2-2 : Mouvement de précession de M autou|1§j)elors de son retour a I'état de I'équilibre aprés

une impulsion RF de 90°. Les projections de cattegssion, en repousse ou en réduction dans les pla
longitudinal et transversal, sont caractérisées [ggrtemps constants &t T,.

L’analyse du signal permet de déterminer les pam@m®méfondamentaux : la
fréquence, la quantité de noyaux d’hydrogene par unité de volume de I'atihan et

les temps de relaxatioh, et T, (ou T, ). T, est un paramétre plus court queleai”

parametrel, de I'échantillon, il décrit la décroissance dunsigiRM sous l'influence
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des non uniformités dB,, ce qui aboutit a une dispersion des fréquencegsstmance
au sein de cet échantillon et affaiblit donc lensig
Afin de pouvoir construire des images, il faut meettn place un codage spatial du

signal. On peut créer un gradient de la composseiten Oz du champ magnétique soit
G de sorte que la valeur de cette composante setaiu@hamp magnétique dépende
linéairement de la position spatiate G =0 [B, (T).Ce gradient de champ se superpose

au champ magnétique princif2y, et I'on a :

B,(F) =B, +7.G ¢-5)
La fréquence de résonance dépend alors de saopositiont :
w(P) = y(B, +7.G) 0-6)

En appliquant un gradient de champ magnétique meddfapulsion RF, on peut alors
exciter sélectivement une coupe dans un volumgrasient de sélection de coupe sera
noté Ggs Seuls les spins dont la fréequence correspondié ae I'impulsionRF vont
étre excités. Cette coupe est perpendiculairedirdation du gradient, et son épaisseur

A proportionnelle a la largeur spectrale de 'impiRF, Aw : Ay =yG4.

A l'intérieur d’'une coupe, les spins peuvent é&pasés si I'on crée une variation
spatiale linéaire de la fréguence de résonancerésempce d'un gradient de champ
magnétique dirigé parallelement au plan de la cdugation 2-5). Si ce gradient est
présent lors de la lecture du signal, les diff@sritéquences peuvent étre décomposées
par analyse de Fourier. On obtient alors la prmactle la distribution des spins
contenus dans la coupe selon la direction du gnadie lecture. Un gradient de phase
(Gg) appliqué dans la direction orthogonale a cellegdadient de lecture conduit,
également par une seconde analyse de Fourier il ségdistinguer les spins selon leur
position selon cette nouvelle direction a conditdenrépéter la séquence pour chaque
nouvelle valeur du gradient de phase.

L'image de la coupe est ainsi reconstruite en deéumensions. Les données
enregistrées a I'exécution de chaque séquence @aiaque pas de codage par la
phase) ne sont pas nécessairement traitées imerdeiat, en cours d’acquisition. Leur
enregistrement complet permet de définir 'esp&ogproque de I'image (espace k) qui
est celui de I'expérience, et qui correspond aicddul'image par transformation de

Fourier bidimensionnelle.
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2.1.2 Séquences IRM

Une séquencéRM est faite d'une succession d’impulsioR§ et de gradients
d’encodages. Le choix des types de séquences dénestravail est fondé sur la nature
des informations cherchées et sur les caractaregige chacune : le choix de la matrice
image, la rapidité d’exécution qui joue en génétailla pondératioi, T, ou en densité
de protonsp. Nous avons choisi des séquences courantes padreta quelles
conditions elles pourraient étre utilisables pausuivi des agents d’embolisation. A cet
égard, nous avons utilisé une ou deux varianteshdgue famille principale de
séquences, écho de spapi6 echo :SE) et écho de gradierdrédient recalled echo
GRE), afin d’avoir une idée large de leur composdatrpour notre problématique.

Les variantes que nous avons utilisées dans ¢gie tconcernent une séquence
rapide comme lespoiled gradient echdSPGR) et une séquence Hast spin echo
(FSE), une séquence ultrarapide commefdst imaging employing steady state

acquisition(Fiesta).

Avant chaque déclenchement des séquences, I'imaB&luiaccomplit a chaque
fois une calibration de plusieurs paramétres erctfon de la charge placée dans
I'antenne. Celle-ci optimise la qualité de I'imag€ette procédure concerne la

calibration de I'amplitudeB, du champRF en ajustant le gain de I'amplificateur de

transmission (ouransmitter gain TG) pour obtenir 'angle de bascule désiré avec
précision. Elle concerne aussi I'ajustement desggde I'amplificateur de réception (ou
receiver gain R) analogique (B et numérique (B pour que le signal recu ne sature
pas le convertisseur analogique-numérigue dansdine de réception.

D’autre part, une adaptation d'impédance est nagesentre la ligne de transmission et
le préamplificateulRF d’'une part et d’autre part entre la ligne de tnaission et le
résonateur servant d’antenne afin de compenséérbdion induite par le patient dans
'antenne. La derniére étape concerne I'ajusterdenta fréquence central&gquency
center: AX), dont la valeur peut aussi changer d’'un guatia un autre de quelques

dizaines de Hz, pour que I'imageur soit adaptéfeelzuence de résonance des protons.

Nous présentons brievement les caractéristiquies @lvantages de ces trois types

de séquences.
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2.1.2.1 Séquence (SPGR

Dans les séquences utilisant 'écho de gradientoetrairement a la séquence
d’écho de spins, la remise en phase (appelé amsasage) des spins est obtenu par un
changement de sens du gradient de lecture, etaromne deuxiéme impulsidRF. Des
angles de bascule inférieurs a 90° sont appliquésaltanément avec le gradient de
sélection de coupe,ds Ensuite le gradient de phase est appliqué en niémes que le
gradient de lectur&g. L’écho est produit a la suite du changement des s gradient
de lecture (Figure2-3), qui, au moment de I'écho, compense le dépleapagvoqué
initialement par le gradien®g, d'ou le nomd’écho de gradientLe codage de phase
introduit par I'application du gradient de phasespse tout au long de I'acquisition du
signal d’écho, acquisition qui s’effectue donc eéspnce d’'un gradient de lecture
constant. Les temps de répétition entre les impudsRF peuvent étre tres courts,
descendant jusqu’a 2,5 ms.

L Tr |
| T |
RF .;, - .
|
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Figure 2-3 : Chronogramme d’une séquence GRE (Gradient lRet&cho) représentant I'impulsion

le gradient de lecture bipolaire (Gles gradients de coupesget de phase & Les parameétres TR et TE
sont indiqués, ainsi que la formation du signalatié de gradient (GRE) La durég @application du
second lobe du gradient de lecture est généralemernteu plus élevée que la durée d’acquisition du
signal.

! SPGR : Nom propre au constructeur General Ele(®it)
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Figure 2-4 : Chronogramme de la séquence SPGR; G, et G sont respectivement les gradients de
sélection de coupe, de phase et de lecture. Leslsiops RF sont de type°. La séquence SPGR
comporte un gradient spoiler appliqué en fin deleyaprés la lecture du signal pour déphaser toute
aimantation transversale persistante.

La séquenc&SPGRcomporte un gradient bipolaire qui provoque égalaimn
eécho de gradienfFigure 2-4). La différence entre les séquen&R3GRet d’écho de

gradient (GE) classique se caractérise par un temepsepétitionTR généralement
inférieur T, . Des aimantations transversales résiduelles (piopaelles ae"™'72?)
pouvant persister d’'un cycle a l'autre peuventyredr I'écho de gradienproprement
dit. Le fait de détruire I'aimantation transversaésiduelle, par un gradient déphaseur
ou “spoiler” appliqué a la fin de chaqgue séquence élémenthiapres la lecture du
signal (Figure2-4), permet de raccourcir la durée de la séquendadeectement
d’obtenir une bonne pondération &n La réalisation de cette séquence en ngide
permet de faire l'imagerie volumétrique en des templativement courts. Cette
technique permet d’obtenir des coupes fines joastjusqu’a 0,7 mm.

L’expression de I'amplitude maximale du signal ¢fécS mesuré pour une
acquisition sans gradient de phase avec cette ségpeut étre donnée par la relation :

S=Me™" si 1-e™) 2-7
"M S 1 o &0

L’expression indiquée montre que cette amplitudet @dre rendue maximale par un
choix de I'impulsiona I'angle de Ernst apres sa dérivation derjt qui vaut :

a =arccos(e™'" 2-8)

optimal
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2.1.2.2 Seéquence Spin Echo (SE) et Fast Spin Echo (FSE)

Une séquenc8E est constituée de deux impulsidRE successives d’'angleg et a..

Le plus souvent, en pratique, les impulsions sespe&ctivement de 90° et 180°. Une
premiére impulsion de 9®asculeM dans le plan transversal (Oxy). La dispersion des
aimantations qui a lieu sous l'effet du manque darmité du champ statique se
compense a la suite de la seconde impulsion a t&ofmant ainsi un deuxieme signal,
I'écho (Figure 2-5). L’intensité du signal dépend du temps de igpet(TR) et du

temps d’échoE) permettant une pondération de contrast&;eu enT,.

L TR f{ ..|
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Figure 2-5 : Chronologie des impulsions RF et de gradidrgagametres de la séquence d’écho de spins.
Le temps (TE) correspond au temps d’écho et le gateprépétition (TR) est l'intervalle séparant deux
impulsions de 90°. Les gradients de champ magretappliqués dans les trois directionssGs, et G

sont utilisés respectivement pour la sélection aledupe, le codage de phase et de fréquence (ou de
lecture).

La séquencd-SE est une version accélérée de la séque&nt® de spingSE
datant de 1991 [Melkil991] et ordonnée de la sécpigpius ancienne RARE. Les
chronogrammes respectifs (impulsi®f et gradients) sont représentés par la Figure
2-6. La séquencé&SE rapide génére dans un seul intervalle du teiRaune série
d’'impulsions de refocalisation de 180° pour produies échos successifs Guain
d’echo” ou “echo train length (ETL). Chaque écho, dans un méfrie, bénéficie d’'un
codage de phase spécifigue conduisant a la réafisdtune ligne supplémentaire du
plan de Fourier. Les échos successifs sont dépaléain espace de tempsu “echo
spacing ES’. Les avantages de cette technique se manifestetd péduction du temps

d’acquisition (inversement proportionnelle a ETL).
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Figure 2-6 : Chronogramme d’une séquence FSE utilisant plitsions de refocalisation a 180° au cours
d'une seule durée TR et également plusieurs valbuwigradient phase @au cours de cette méme durée.
[Melki1991].

Dans toute séquence de type Spin-Echo, on peuhiolte contraste ef; si le
temps d’échd’ E est court avec un temps de répétifiddcourt et un contraste @n si
le temps d’écholE est long avec un temps de répétition trés long.p@at donc
également obtenir un contraste Bnavec la séquendeSE si la valeur deTR reste
relativement faible afin de limiter la récupératida I'aimantation selon la direction du
champ statique et si on maintient des valeurs daillleTE tout en augmentant la
cadence des impulsions de 180°.

Les premiers échos obtenus (échos précoces) sorifieetés par la décroissance
T,, que se soit selon la direction du gradient déutecou selon celle du gradient de
phase. lls occuperont la partie centrale de I'espéciproque. La reconstruction & partir
de ces données uniqguement donnera une image intpareat nette mais pondérée en
T,. Par contre, avec une valeur TR plus élevée qui autorise une meilleure relaxation
Ty, on pourra utiliser des échos plus tardifs, éadmy 'amplitude est pondérée &n
Aux valeurs faibles des gradients de lecture gitdese les signaux occuperont la partie
centrale de l'espace réciproque et on aura une @magparfaitement nette, mais
pondérée eit,.

En allant recueillir des données avec des valesigradient de phase et de lecture
plus importantes que celles mentionnées ci-deskusc(en complétant le remplissage
de I'espace réciproque) on peut améeliorer la retles images dans les deux situations
mentionnées ci-dessus sans trop affecter la poiaeraC’est en effet envisageable

étant donné, qu’en raison de l'affaiblissement e signaux, le poids des données aux
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fréquences spatiales élevées est relativementfgille que le poids de celles qui sont

aux basses fréquences spatiales.

2.1.2.3 Séguence Balanced steady state-state free preae¢Bamlanced SSFP)

Cette séquence a plusieurs noms selon les coratractTrueFISP (Siemens),
Fiesta (GE) et Balanced-FFE (Philips). Elle appartient a la famille déshos de
gradientsqui utilisent ungradient rephaseufRewinder) en fin de cycle apres lecture
du signal, au contraire dyradient spoileren SPGR Le gradient rephaseur consiste a
appliguer un deuxiéeme gradient de codage de phasmé&me amplitude mais de
polarité opposée, dont le rdle est de compenseéphasage des spins induit par le
premier gradient de codage en phase (Fighre Celui-ci va renforcer I'aimantation
transversale résiduelle. En fait les deux gradi€dgs et Gr appliqués pendantR
présentent une deuxiéme polarité afin de compdas##phasage transversal des spins
(Figure 2-7). En régime permanent le vecteur d’aimantatiandversale est reformé a la
fin de chaque séquence élémentaire, touteEResecondes.

Donc pour de trés coufiR (3—5 ms) par rapport & et Ty, le signal obtenu est
composé de deux échos de gradients superposésitprolun par I'aimantation
longitudinale (résiduelle + repousse pondéréeTen et l'autre par |'aimantation
transversale créée par le régime permanent. Leorapignal sur bruit en est améliore,
mais la pondération de I'image est plus complelxest possible de montrer que dans
certaines situations, cette pondération dépendcipalement du rapportT,/T,
[Haacke1999 b].
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Figure 2-7 : Représentation du chronogramme de la séquéiesta et de I'évolution de I'aimantation
dans un TR. Ensemble des gradients (codage de phékztion de coupe et de lecture) équilibré
(gradients appliqués de fagon symétrique par rappda date de I'écho) de fagon symétrique pouriavo
un vecteur d’aimantation unique non-déphasé analé TR. D’apres [Scheffler2003]
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Dans le cas de la Figu27 ou la séquence de base présentée corresponel a un
technigue SSFP en régime cohérent, les solutionsples frequemment abordées
concernent les situations @R est trés court devaiy et devanil, (ce qui est normal,
puisque I'on opére en imagerie rapide). En outrepent faire en sorte que, pour la
plupart des tissus et moyennant des choix pariculie I'angle de basculement, il est
possible d’obtenir un signal optimisé en ce quicssne I'amplitude, laquelle est, de
facon approchée, proportionnell@/2Mo(T»/T1)*?[Haacke1999 b]. Soit,

S=2 MT/ T (2-9)

A partir de cette relation on peut donc obtenir ciessde pondération intéressants :
selon la densité de noyaux, mais surtout, et qguamit bien dans le résultat approché
indiqué, selon les différentes valeurs relativasgs parT, et T;. Cette séquence, dont
I'étude complete est longue et complexe, est dapalole de donner de contrastes en
T,/T; ce qui en fait une séquence assez particuliére.

Enfin, ce qui est intéressant également avec sétjeence, est que I'on peut jouer

sur le rapporf,/T; d’'un tissu donné en y incorporant des agents deaste.

2.1.3 Produits de contraste

Quand le contraste entre les tissus n’est passantfi on peut 'améliorer par
'ajout d’un agent de contraste extrinséque et gagndirectement en sensibilité et
précision lors de la discrimination des tissus eergux. En clinique, de nombreux
diagnostics en tirent bénéfice : angiographie, ataresation des sténoses et des

tumeurs, malformations vasculaire, etc... .

2.1.3.1 Effet de I'agent de contraste sur les temps de xakon

En IRM, les agents de contraste posseédent des proprédémétiques qui
permettent d’accélérer la relaxation des protongsidans leur proximité. Les temps de
relaxation protonique sont réduits, les vitesses relexation 1/T; ou 1/T, sont
augmentées. Cela a une influence positive ou négatir 'amplitude du signal en
provenance des tissus ou se trouve un produit dzaste. Cet effet se traduit par un
rehaussement ou un affaiblissement du signal intagespondant a ces tissus par

rapport aux tissus voisins qui contiennent moingresi peu de produit.
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La vitesse de relaxation observée (1) est la somme des vitesses de
relaxation intrinséque propres aux tissus i@#hlequd €t celles extrinseque propres au
produit de contraste (1§Fquit de contrasle

e 2-10)
T observée  Tintiinseque T produit de contras

Aux concentrations [c] (mesurées par exemplamenol.I) utiliséesin vivo, la
variation de la vitesse de relaxation (éh du produit de contraste en fonction de la
concentration, pour un champ et une températuraarest linéaire. Toujours dans les
conditions de concentration employée vivo, cette relation est fait intervenir les

relaxivitésr; etr, (enl.mmol.s?) qui sont propres a I'agent de contraste.

1 =1, (e ¢-11)
1 produitdecontraste
1 =1, @ 0-12)

2 produitdecontraste

2.1.3.2 Catégories d’agent de contraste et taux ou vitedseelaxation

La plupart des matériaux acquierent, en présengeaiiamp magnétique externe,
un moment magnétique par unité de volume ou airiantaV  définie de la facon
suivante : M = yH oU x est la susceptibilité magnétique du milieu, gramdsans

dimension, etH vecteur excitation magnétique d’un milieu dansiE@gégne un champ
magnétique B. Le vecteur excitation magnétiquel a la méme dimension que

I'aimantationM qui s’exprime en Ampére/métre.

En fonction de la valeur dg, on peut distinguer deux grandes catégories de
produits de contraste utilisés cliniguement: lesendg paramagnétiques et
superparmagnétiquesuperparamagnetic iron oxideSPIO). Ces deux agents, a faibles
doses, ont des effets différents sur le si¢iRM.

Les agents paramagnétiques qui présentent une tisagiod dans la méme
direction que celle du champ magnétique appliqueseadent donc une susceptibilité
magneétiquepositive (y > 0) et petite. Ills créent des champs magnétiquesiocai
fluctuent sous l'effet des mouvements moléculaiegésqui vont ainsi accélérer la

bY

relaxation des protons. La plupart de ces agents Bwmés a partir d’ions de
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Gadolinium (Gd") associés a un produit chimique, @hélate La chélation permet de
réduire considérablement la toxicité de ces ionss saeutraliser leur efficacité, et
parfois, dans certains cas, sans la modifier. ledsxivités ¢, et rp) des agents de
contraste paramagnétique sont dans une méme gamnaedir. Elles diminuent; et

T, en méme temps. Comme dans les tigsest largement supérieufTa, I'effet T; est
prépondérant sur 'effél,. La diminution der; va améliorer la vitesse de récupération
de l'aimantation selon la direction du champ staig’'amplitude du signdRM dans
les régions ou se trouve le produit de contrastsevirouver renforcée, on obtient des
séquences pondérées €n Pour cette raison, les agents paramagnétiquesdisn
agents de contraste positif ou agents du rehauss@mesauf a trés forte concentration

ou T, est également tellement court que I'on ne reapills aucun signal [Kirsh1991].

Les produits paramagnétiques existent sous deuststes chimiques différentes,
'une ioniqgue comme le Dotaré(nom abrégé: Gd-DOTA, nom générique :
Gadoterate, fournisseur : Guerbet, France) et Igneasf (nom abrégé : Gd-DTPA,
nom geéneérique : Gadopentetate dimeglumine, fournrssSchering AG, Allemagne) et
l'autre non ionique comme I'Omniscan(nom abrégé: Gd-DTPA-BMA, nom
générique : Gadoterate, fournisseur : Nycomed, &gy et le ProHan&¢nom abrégé :
Gd-HP-DO3A, nom générique : Gadoteridol, fournisselBracco SpA, Italie)
[Elster2001].

Les agents superparamagnétiqgues posseédent uneptshibtée magnétique
positive de valeur trés supérieure a celle destagmramagnétiques. Ces agents sont
composeés de nanoparticules d’'oxyde de Fer ou detstes cristallines similaires (taille
de la magnétite (©,) de I'ordre de 8 nm et celle des ferrites B¢ de 3 a 10 nm).
La destruction de I'uniformité du champ statiqu&ahelle tres locale fait que la valeur
de relaxivitér, de ces agents est largement supérieure a celle ae dira que I'effell,
est prépondérant sur I'effét. lls induisent alors une diminution du signal e forte
susceptibilité magnétique. Pour cette raison, Igents SPIO sont dits agents de
contraste négatif ce qui correspond a une rela@xélgvée. Une augmentation du signal
est cependant possible a trés faible concentratiorfait d’'une forte relaxivitéry
[Chambon1993].



Mesure de faibles variations du signal image en IRM 52

Les agentsSPIO approuvés pour l'utilisation clinique sont I'Eneor”/Feridex’
(nom abrégé : AMI-25, nom générique : Ferumoxidefernisseur : Guerbet, France)
et le Resoviét (nom abrégé : SHU 555, nom générique : Ferucabat fournisseur :
Schering AG, Allemagne). Le noyau de I'Endoferst entouré par un revétement de
Dextran (Polysaccharide) assurant sa stabilitéoitzlle. L’'Endorerfi a une taille
environ de 30 a 150 nm.

2.1.3.3 Effet de I'agent de contraste sur le signal image

L'utilisation d’'un agent de contraste est esseletidns notre travail pour rendre
les microparticules d’occlusion vasculaire visisleusIRM. A cet égard, il peut étre
intéressant de déterminer expérimentalement leakigmge des solutions d&&P10 a
plusieurs pourcentages volumiques pour voir somo&sement et son déclin. L’agent

de contraste choisi pour cette étude est 'End8rem

Nous avons réalisé la dilution d’'une gamme croigsafiEndorerfi dans du
sérum physiologique (. Pour la gamme la plus étendue possible enaili§, 754 ml
d’Endorenf, nous avons réparti ce volume dans 24 flacons éRam). Les flacons ont
éte disposeés en 3 étapes dans une boite en péastioplie par I'eau qui a son tour est
placée sur le support amagnétique de la facon septée par la Figur28. Chacune
des trois étapes comportent huit flacons pour uargemtage volumique croissant
d’Endoren?, et un flacon témoin de 4 ml de sérum physiologi§w intact situé au

centre.

Trois acquisitions dRM avec la séquenceSE-XL T (section2.3.5.3) ont été
alors réalisées pour imager les 24 flacons. Learpatres d’acquisition et de calibration
de séquence sont les mémes pour toutes les ammssite signal mesuré, pour chaque
dose d’Endoref, est soumis & la méthodologie de correction repités par

I'organigramme de la Figure 4-4 au chapitre.4.
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Figure 2-8 : Images RM Tde trois gammes de solution d’Endofedilué dans du sérum physiologique.
Les petits cercles sont les flacons contenant diegiens d’Endorerfi aux pourcentages indiqués sur la
figure. Les trous noirs de forme plus ou moinsrajie dans la direction du gradient de lecture shrgt

a un artéfact de susceptibilité créé en principe lga édifices SPIO, ce qui a été déja justifié Bauf
[Beufl996]. Séquence 2D FSE-XL : TR/TE : 500/15nredyice : 128x 128 pixels, FOV : 1818 cm,
ETL : 4, BW: 15,63 kHz et Nex : 6. Le nombre delplans toutes les régions d'intéf&0OI” de formes
circulaires est constant dans toutes nos mesuresighal a 'intérieur des parties les moins pertées
de flacons images, soit 15 pixels par flacon.

480 -

:gg : -+ Etalon
390 + — Sérum ph

360 +
330 +
300
® 270 +
5240 +
0210 +
180 +
150 £
120 +

90 + Hyposignal
ol yposig

Hypersignal

0.01 0.1 1 10 100
% volumique en échelle logarithmique de ’Endorem®

Figure 29 : Amplitude du signal image,Tdes solutions d’Endorétna plusieurs pourcentages
volumiques. Le trait horizontal correspond au sigrtu sérum physiologique puisque le point
représentant ne peut pas étre représenté en éadwielog. [Chapitre.4]

La Figure 2-9 représente le signal image des solutions conteftendoren? a
plusieurs doses. Il est comparé avec la valeur mmyeles amplitudes du signal image
du sérum physiologique intact.

A faible pourcentage volumique d’EndorBn{de 0,05 & 0,5%), I'agent de
contraste se répartit partout dans le sérum plogigpie. Le signal de la solution est
augmenté par rapport a celui du sérum physiolog&men observe un rehaussement

du signal ou un hypersignal.
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A fort pourcentage volumique (de 0,75 a 30%), lardité d’agent de contraste
dispersée dans le sérum physiologi@gaugmente. Le temps de relaxatidn peut
eventuellement continuer a raccourcir (d’aprée®lation 2-11). Le signal de la solution
est diminué par rapport a celui du sérum physiglogSg on observe des diminutions
du signal, cas d’'un hyposignal.

Au-dela de 0,75%, le signal de la solution estdorg inférieur a celui du sérum
physiologique. Ceci ne représente aucun changemf@niplitude lorsque la dose

d’Endorem augmente.

Cet agent superparamagnétique peut étre proposeneamgent de marquage a
des doses au-dela de 0,5%, dans mon travail psuaigons suivantes :

a) Contraste négatif entre agent d’occlusion et tissu

Les tissus qui relévent de I'embolisation n'ont pass le méme signdRM.
L’objectif est de pouvoir marquer les micropartesild’'occlusion vasculaire par un
agent de contraste visible dRM qui permettrait de les différencier a la fois des
structures vasculaires dans lesquelles elles sevend et des tissus environnants
(chapitre.3). De plus, il serait souhaitable devodueffectuer cette distinction avec
'ensemble des séquences d’utilisation habitudlle. signal de niveau constant leur
conférant une signalétique propre est préférabler pensemble des séquences. Cette
hypothése a été vérifiée par I'étude de Chapot potzd00] concernant le marquage
d’hydrogel acryliqué en hyposignal. Un tel marquage semble plus simmbtenir que
le marquage en hypersignal en utilisant des ag&Pl® a forte concentration paeffet
T,” (Figure2-9).

b) Taille des particules
La méme étude [Chapot2000] a aussi démontré l&hides produits de contraste
formés de gros édifices dans le marquage des agéssbolisation. Ces édifices
restent prisonniers de I'hydrogel acrylique donstiaicture est microporeuse. Une telle
grosse taille, peut étre obtenue aveSRO (30 a 3500 nm).

c) Toxicité
La toxicité a long terme des agents d’occlusiorcdiagent de contraste intégré a

I'intérieur doit étre prise en compte puisqu’il gita d'implants qui restent dans

% Hydrogel acrylique : Matériel constituant certaimparticules d’occlusion.
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I'organisme. L’agent de contraste peut étre rel@rgudivement. Son maintien prolongé
dans I'organisme peut entrainer un risque de séparde certains chélates et d’'ions et
donc de toxicité propre des deux (cas des agentzodéraste en Gadolinium).
L'utilisation de SPIO conduit a une faible toxicité en cas de ruptureeli€tement de
dextran. Les ions du Fer libérés sont assez bietabuoksés par l'organisme
[Pouliguen1991].

Pour ces raisons, on pourra détecter les embofe gr I'affaiblissement de leur
signal image. A partir des graphes dans la Figt®e il s’agira donc de déterminer la

dose optimale a leur associer.

2.1.4 Antennes

Le contrbéle du rapport signal sur bruit (S/B) ese Wlonnée fondamentale pour
I'imagerie rapide et 'imagerie a haute résolution.
L’amplitude du signal est proportionnelle au volumhe voxel dV(3), et & la

résultante de ses moments magnétiques. L'expresigobamplitude du signal, (en
Volt), est :

dS=w,| M, (3)[B(3] dv3 @-13)
Avec, M, (d) : magnétisation transversale (en A/m) & une mousif et $(a) :
sensibilité de I'antenne au poiét (en T/A) qui est égale #=B, /1 (B, est le champ
magnétique de radiofréquence généré par un coudanis I'antenne).
En haute résolution,dV(é) devient petit ce qui engendre un signal faible.signal

dépend aussi de la situation de la magnétisation avoxel a I'équilibre. Par exemple
si le temps de répétition est court par rapportesmps de relaxation spin-miliela
magnétisation ne revient pas completement a [I'dmail entre deux excitations
successives d'une séquen@&RE Par conséquent, la magnétisation disponible a
I'excitation le long de I'axez peut s’en trouver affaiblie de maniére plus ou maoi

significative.
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Le bruit B (en Volt) dans le system&M provient essentiellement des pertes
équivalentes aux pertes ohmiques dans le résonaei@enne) et du bruit apporté par le

préamplificateuRF (en général assez faible).

B = (4x,TRSf )" 0-14)

Ou, Kg : constante de Boltzmani,: température de I'antenne en fonctionnement (en
K), & : bande passante du récepteur (&) BR: résistance traduisant I'ensemble des

pertes énergétiques dans le circuit de I'antenmkzues le patient (pertes magnétiques et

pertes diélectriques et toute autre perte éverfuell

Le rapportS/B dans le domaine temporel peut étre établi a pdetita relation
2-15; il dépend donc de plusieurs facteurs parmesigliels on remarque que les
propriétés de l'antenne sont considérables, encpher, on constate en faisant le

rapport des amplitudes indiquées que l'efficacigel’dntenne est représentée par le

B,

rapport——, grandeur qui peut dépendre lIégerement de laendii’échantillon (en

IVR
général tres peu pour les patients de méme tailé@$ qui dépend de I'emplacement du
voxel considéré par la dependance spatialeBdelLe choix de l'antenne est donc
essentiel dans notre travail pour ce qui est dpods/B C’est également un élément
indicateur de la qualité de l'image permettant dendre en compte la répartition

spatiale de l'intensité du signal.

On aura donc pour rapport signal sur bruit darlaaine du temps :

5, alM. (B3] (3

(4k, TRSF)"?

€-15)

Grandeur qui, en raison du paramédrepeut donc dépendre de I'emplacement occupé

par le volumedV.

La relation (215) compare dans le domaine du temps, 'amplitudsighal d’'un
voxel avec le bruit de 'ensemble de I'échantillon.
Le rapport signal sur bruit dans une im&je tient compte de la reconstruction par
transformation de Fourier et du nombiex de répétitions des expériences par

accumulation. Il est relié au rapporS/B du domaine temporel par:
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(%)image= (%) {/N; [N, (Nex o N est le nombre de pixels comptés le long de la

direction du gradient de lecture B, le nombre de pas de codage de phlasdormat
de I'image2D est N, [N, tandis que le volumedV peut étre déterminé connaissant

I'épaisseur de coupé et les deux cbtés du champ de v@B.obtient :

%6).....= M., (@B M3 5 016)

(4, TRSY)

Ce résultat peut éventuellement étre corrigé eantecompte du facteur de bruit
du préamplificateur radiofréquence qui apporte ggeenent une faible atténuation.
Noter que l'obtention de cette formule qui convi¢rits bien au cas d’'un signal de
précession libre ne tient pas compte de l'attéonnadiu signal lié au délai conduisant a
la formation de I'écho enRM. L'ordre de grandeur reste bon et la correction es

relativement aisée pour chaque type de séquence.

On notera également que la relation entre le rapgignal sur bruit dans le
domaine du temps et dans le domaine de I'imagesspond a une reconstruction en
amplitude du signal image. Le bruit dans le domandemps supposé gaussien reste
gaussien dans I'image. Dans le cas ou I'on déteritimage par le module du signal, le
bruit est « redressé » et devient « ricien », darpdifie non seulement ses propriétés
mais aussi son amplitude. On peut toutefois considgue I'ordre de grandeur du
rapport signal sur bruit est, en premiere approkonacelui qui est donné par les
relations établies. Enfin, comme nous serons cosdugtudier également des contrastes
entre différentes régions de I'image, il est utle rappeler la notion de contraste sur

bruit entre deux régions (ou tissus), souvent eyg@a@nRM :

Cie _S\—S -
B B e-17)

image image

Ou le signal de la région A est not&g et celui de la région B est notge Cette

grandeur caractérise alors la capacité du systéimegkrie a distinguer les régions A
et B en présence de bruit et sa valeur se répestutée pouvoir de résolution du

dispositif utilisant une séquence donnée lorsauigerve A et B.

Il peut étre intéressant de comparer de ce poinwvwe les deux catégories

d’antennes employées #RM, volumique et surfacique.
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2.1.4.1 Antennes volumique

L’intérét des antennes volumiques (en selle ouage ar exemple) est qu’elles
produisent un champ radiofréquence assez uniforra@s cette homogénéité reste
modeste (de l'ordre de 10%) par rapport a cellecdamp statique (de l'ordre de
quelques parties par million). Par conséquent, lgiponse posséde les mémes
propriétés. Les bobines en cage peuvent étreadflien quadrature de fagon a renforcer

leur sensibilité.

2.1.4.2 Antennes de surface

Ces antennes peuvent étre utilisées en émissiogception, ou uniquement en
réception comme tout type d’antenne.

Elles existent en deux types : antennes gumadrature de phaSet antennes en
“réseau phaséu “phased array cail(antenne : cardiaque, carotide, abdominalg, ...
Le premier type d’antenne est constitué d’'un bajgnaapable de détecter les deux
composantes orthogonales (en quadrature) d'unlsRial Ces antennes apportent un
gain de l'ordre de 40% du rappd®fB a la réception. Le deuxieme type d’antenne
permet d'utiliser le bon rappoB/B de plusieurs antennes de petits diametres (qui ne

permettent d'imager qu’un faible volume) avec I'exption d’un grand champ de vue.

L’intérét des antennes de surface se résume agdai’on peut avoir une trés
bonne proximité avec une partie de I'échantillopa&t conséquent un bon rapp8/8
dans cette région proche. Par contre ceci se @aieine trés mauvaise uniformité du
champ radiofréquence et par conséquent limitegpications quantitatives qui doivent

étre conduites avec prudence.

La détection des microparticules marquées, en hagelution, par unéRM
clinique opérant a 1,5T, est I'enjeu principal ddte thése. Cette question peut étre
abordée en comparant la sensibilité spatiale dsiquts antennes sur un fantéme

homogene.
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2.2 Sensibilité des antennes de surface en fonction d

profondeur et d’une direction transversale

Notre choix s’est orienté d’'une part vers une amesurfacique de petit champ de
vue, et d'autre part vers une antenne de champudemoyen, selon l'information
recherchée. Les microparticules marquéesSR0, dont la détectabilité pdRM sera
soulignée dans le chapitre.3, sont destinées &umanfies utérinsin vivo. Il est alors
plus confortable de positionner contre la régiodcethinale une antenne surfacique de
dimensions moyennes, comme I'antenne cardiaque.

Avant d’envisager l'application clinique de ces rogarticules, nous étudions
leur détectabilitén vitro et ex vivo Leur présence dans un milieu simple peut grever |
bénéfice d’'une antenne de petite dimension.

La zone de sensibilité de deux antennes surfacidiffésentes, en profondeur et
en largeur, est caractérisée sur un fantdbme horepgeour déterminer la limite de

réception des informations.

2.2.1 Sensibilité des antennes de surface en fonction ldeprofondeur

2.2.1.1 Matériels et Méthodes

a) Antennes

L’antenne cardiaque est une antenne bilatéralerf2tle longueur avec 27 cm de
largeur). Elle comporte un élément postérieur pkmés le dos du patient et un autre
antérieur placé sur le thorax. Chaque élément @siposé de deux bobines ou deux
canaux, constituant ainsi quatre canaux. La cormmepte cette antenne permet de
recevoir en profondeur du signal au-dela de 3,%toouvrir un champ de vue de 26 a
28 cm.

L’antenne carotide (Machnet, PACC-GS15) est ausatépale. Elle comporte
deux éléments : un a droite et un a gauche, ellurae8,5 cm de longueur et 11,5 cm
de largeur. Chaque élément est composé de deuxdsolmonstituant ainsi quatre
canaux. Cette antenne est congue pour recevoigdal gusqu’a une profondeur de 3,5

cm et couvrir un champ de vue de 12 cm.
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b) Fantbme
Le fantbme utilisé est une sphére de 17 cm de dianceéntenant du sulfate de
cuivre (CuSQ), permettant de comparer la réception de chagtenae en fonction de
la profondeur d’exploration.
Afin de déterminer la sensibilité de I'antenne ¢amde, nous I'avons placée de
deux manieres :
1) les éléments postérieur puis antérieur sont étusdiparément I'un apres l'autre.
2) les deux éléments antérieurs et postérieurs sasimultanément sur les deux

cotés du fantbme.

On procéde de la méme maniere avec lI'antenne dargpour les éléments a

droite et a gauche.

Dans les deux cas, une séquence d’écho de gradieappliquée avec des coupes
axiales en gardant a chaque fois les mémes paesrdacquisition, les mémes gains
de transmission de IRF et de réception du signal. La stabilité de la térajure du
fantbme est vérifiée par un afficheur adhésif. Rahdes manipulations, la température
était constante, soit la température de la piet¢¥; 2

c) Seéquence IRM
La séquenc8D SPGRa été choisie pour la pondératidy la haute résolution et
la finesse des coupes, jusqu’a 0,7 mm. Le champudechoisi est de 14 x 14 cm2, qui
convient aussi bien pour les acquisitions/ivo que cellesn vitro. Nous utilisons une
faible définition (12&128x40), en X, y et z afin de réduire le temps d’adtjois. Le

Tableauz-1 illustre les parametres de cette séquence.

3D SPGR/oblique Antennes : cardiaque et carotide

TR TE FOV Matrice Egloalljsseesur Nombre — BW — Phase options Nex

(ms) (ms) o (cm) (mrFr)1) coupes (kHz) FOV b

30 6 45 14 160 4 o8 1563 1 Nophase
wrap

Temps d'acquisition : 5'11”

Tableau2-1 : Paramétres de la séquence 3D SPGR appliquée fimagerie d’'un fantéme lors de
I'étude de la sensibilité d'une paire d’antennesaciques.
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d) Mesures

Les mesures du signal et du bruit sur les imagdamtdme sont réalisées sur une
station de travail AW4.3 (Advantage Windows AW 4.GE Helathcare), permettant
d’'importer et de relire les donné@M en format DICOM.

Les mesures sont faites en deux temps. Le preroigsiste a observer un seul
élément de la paire d’antennes, le second a obswsedeux éléments de la paire
d’antennes en méme temps. Les mesures sont efscieton les étapes suivantes :

1. Choix d'une coupe correspondant au centre de Fergteet du fantéme
parmi les 28 coupes obtenues par la séqueD@EPGR

2. Zoom de I'image.

3. Positionnent d’'une série de régions d’intéréts (Ri@l forme carrée et de
dimension 5 x 5 mm2.
Dans un premier temps, a un des éléments de la graintennes, 1eROI
sont placées verticalement sur I'image, de la regio le signal est le plus
intense jusqu’a 13 cm de profondeur (Fig2rE0 a et b).
Dans un second temps, IBOI sont placées sur I'image en regard des
deux éléments de la paire d’antennes, c'est-aetite les régions ou le

signal est le plus intense (Figu?ell a, b, c et d).

Enfin, le S/B est déterminé par le rapport entre le signal néesur I'image du

fantdme et I'écart type obtenu en fond d'image.

2.2.1.2 Résultats et discussion

D’aprés la Figure2-10, le signal image correspondant a un seul élémeria
paire d’antennes s’atténue en fonction de la padan Jusqu’a une profondeur de 1
cm, le signal sur bruit image avec I'antenne cdeo@st deux fois supérieur a celui regu
par I'antenne cardiague. Au-dela de 4,5 cm, le agppignal sur bruit image avec
I'antenne cardiaque devient supérieur a celui ffantenne carotide, il est de 46% a 9
cm de profondeur. Ces résultats soulignent la ditron progressive d&/B quand on

s’éloigne de I'antenne, diminution plus rapide ptamtenne carotide.
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Figure 210 : S/B mesuré en fonction de la profondeur ses dnages IRM, d'un fantdme sphere,
acquises respectivement par un seul élément daita g’antennes surfaciques : carotide et cardiaque
(@) et (b) : images IRM [Taxiales correspondant aux acquisitions respectpas un seul élément de
chaque antenne : droite, pour I'antenne carotide,astérieur, pour I'antenne cardiaque. Les carrés
jaunes sur les images représentent les ROI de dimer5 x 5 mm?2 dont 'origine 0 correspond, sur
'image, a I'endroit ou I'élément de I'antenne étpositionné sur le fantéme.

La Figure2-11 montre I'atténuation du signal sur bruit endibon de la distance a
chaque élément de la paire d’antennes, placé huilaee de I'autre, droite et gauche ou
antérieur et postérieur sur la sphére. Cette atémus’avere forte et symétrique avec
I'antenne carotide, en revanche, elle est faiblasgimétrique avec celles de I'antenne
cardiaque.

Il nous parait que la sensibilité de I'antenne tideoest bonne pour explorer les
régions superficielles (jusqu’a une profondeur emvide 4,5 cm) tandis qu’elle est
mauvaise en profondeur (au-dela de 4,5 cm). Patreggota bonne sensibilité de
'antenne cardiaque en profondeur (> 4,5 cm) comdirson utilisation pour les
explorations éloignées.

Avec lI'antenne carotide, il est possible d’augmeiderésolution sans avoir une
décroissance notable du signal sur bruit. Ceciceshpensé par la proximité de
'antenne de la région émettrice et également par [etit volume. En revanche,

'augmentation de la résolution avec I'antenne izapge détériore la qualité de I'image.
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Figure 2211 : Rapport S/B mesuré en fonction de la profander des images IRM, du fantéme sphere,
acquises respectivement par les deux éléments dhaie d'antennes surfaciques : carotide et
cardiaque. (a), (b) : images IRM, Bxiales du fantbme correspondant aux acquisiti@spectives par
les deux éléments droite-gauche et antérieur-pigstéides antennes carotide et cardiaque. Les carrés
jaunes représentent les ROI (dimension : 5 x 5 nttod) I'origine 0 correspond, sur I'image, au cemtr
du fantdme.

2.2.2 Sensibilité des antennes de surface en fonction di@ direction
transversale

Nous avons montré dans le paragraphe précégent) la variation du signal sur
bruit en fonction de la profondeur. La sensibilite I'antenne change aussi
transversalement pour une profondeur déterminéie @artie décrit la non uniformité

de la sensibilité du signal, de chaque antennes darnel cas.

2.2.2.1 Matériels et méthodes

Le fantdme sphére est de nouveau utilisé pour é@tuttansversalement la
sensibilité des antennes. Les deux éléments desreed carotide (Figur212 a, b et c)
et cardiaque (Figure-12 d, e et f) sont placés sur les cbtés droitelgauet en
antérieur-postérieur du fantéme. Le signal estrdate par desROIl uniformes (5 x 5
mm2) placées parallelement aux régions des imagegspondant aux éléments de
chague antenne et a deux profondeurs différentes82% cm. Le point zéro correspond
au centre d'une série dROI équivalent a celui du fantbme et également de whaq

antenne.
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L’estimation du rapportS/B est réalisée de la méme maniére précédente au
paragraph.2.1.1.

Antenne
Carotide

e

Figure 2-12 : Mesure du rapport S/B, en fonction de la &argd’une direction transversale et a deux
profondeurs, par des ROI (carrés jaunes). Celleserit mises parallélement aux régions des images T1
du fantdme sphére correspondant aux éléments dpmiee d'antennes surfaciques: carotide et
cardiaque. (a), (b) et (c) : images axiales cormsgant aux acquisitions par les deux éléments e (@

et gauche (G) de I'antenne carotide. (d), (e) et {fnages axiales correspondant aux acquisitioas|ps
deux éléments antérieur (A) et postérieur (P) daténne cardiaque. Le 0 correspondant au centrael’'u
série de ROI est équivalent a celui du fantdmeyatetnent a chaque antenne.

2.2.2.2 Résultats et discussion

a) Antenne carotide

A 2 cm de profondeur (Figurg-13), le rapportS/B image varie peu sur une
largeur de 4 cm autour du centre de I'antenneasation est de I'ordre de 6% et 21%.
Au-dela de cette largeur, la sensibilité de I'angemevient non-uniforme. Comme le
point zéro correspond au centre de l'antenne, plai® sa largeur en deux parties :
antérieure et postérieure (vue axiale, Fighfe a, b). Nous trouvons que le rapdiB
augmente de 52% dans la région de lI'image correkgdrde la partie postérieure (au-
dela de 0 a 2 cm), par contre il diminue de 47%sdamégion de I'image correspondant
de la partie antérieure (au-dela de 0 a -2 cm).

A 8,5 cm de profondeur (Figurg13), le S/B a une variation faible, 14% de

diminution par rapport au signal central du fantdpswe une largeur de 4 cm autour du
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centre de I'antenne. Au-dela de cette largeurjrfardition du rapporS/Bchute a 50%,
elle se traduit par une région foncée sur l'imdgguyre 2-12 c).
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300 +
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Figure 213 : Variation du rapport S/B en fonction de lardaur d’une direction transversale de
I'antenne carotide a deux profondeurs : 2 et 8,5 cm

b) Antenne cardiaque

A 2 cm de profondeur, le rapp@tBimage présente une faible variation sur une
largeur de 8,4 cm autour du centre de I'antenneespondant d’'une diminution de 25 a
30% par rapport au rapp@iBcentral.

En comparant la sensibilité en largeur des deugnaets a la méme profondeur, nous
trouvons gu’avec l'antenne cardiaque le rap@®/B image varie faiblement sur une

largeur de deux fois supérieure a celle de I'argetarotide. Cependant, I'amplitude du
S/B image avec l'antenne cardiaque est trois foisriefige a celle observée avec
I'antenne carotide.

A 8,5 cm de profondeur, la variation du rapp8fB transversalement n’excéde
pas 10% du rappof/B central sur une largeur de 8 cm. Le rap(@iBest également
uniforme sur une largeur deux fois plus grande cplee de I'antenne carotide. Il est
quasiment le méme pour les deux antennes sur tgeulade 4 cm, mais ce n’est pas le
cas sur une largeur au-dela de 4 cm.

L’écart en amplitude du rappdtBimage avec I'antenne cardiaque entre les deux

profondeurs est de I'ordre de 36 a 50%.
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Figure 214 : Variation du rapport S/B en fonction de lardaur d’'une direction transversale de
I'antenne cardiaque a deux profondeurs : 2 et 8&b ¢

Cette étude donne la sensibilité des deux anteemgzofondeur et en largeur.
Elle va s’avérer utile pour les mesures des chepsuivants, pour le contraste et des
quantifications fiables du milieu ...

Pour I'antenne carotide, la sensibilité peut étmestdérée constante sur une largeur de 4
cm, ou la détection est uniforme, et décroissanteledd, la détection y est non
uniforme. Par ailleurs, elle est totalement norfarme en profondeur. Le rappdsB
s’atténue exponentiellement de 58% a une profondie@;5 cm, mais son amplitude est
toujours supérieure a celle de I'antenne cardialpumant une sensibilité significative.
Pour I'antenne cardiaque, la sensibilité peut éresidérée constante sur une largeur de
8 cm méme a une profondeur supérieure a 2 cm. fy@oraS/B image observé avec
cette antenne s’atténue moins vite en profondearaglui de I'antenne carotide. Son
amplitude est moins significative par rapport decebtenue par l'autre antenne a 2,5
cm de profondeur. Cependant, au-dela de 4,5 cnralengeur, 'amplitude du rapport
S/Bimage avec I'antenne cardiaque est supérieuré@eadcelle de I'antenne carotide
(2 9 cm de profondeur).

Chaque antenne a donc sa propre utilisation. Avatteinne carotide, nous
pouvons augmenter la résolution sans trop détériereapportS/B image en tenant
compte des limites de sensibilité définies dantudlé. En revanche, avec I'antenne
cardiaque nous pouvons profiter de l'uniformité slensibilité transversale et en

profondeur.
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2.3 Sources des défauts d’intensité

Le défaut d’intensité est désigné par les variatispatiales d’intensité a basses
fréquences. Nous passons en revue leurs principaleses provenant des éléments de

la chaine d’acquisitioiRM (Figure 2-15) : imageur, séquence et objet.

Imageur Séquence

Objet

Figure 2-15: lllustration de l'artéfact de défaut d'intetes situé en |, suivant l'influence de trois
éléments constituant une acquisition IRM : 'imagéa séquence et I'objet imagé. [Milles2002]

2.3.1 Imageur

Les limitations de défaut d’intensité liees au matéemployé dans I'imageur

proviennent du type d’antenne, de sa sensibilitieda chain®F.

e Type de I'antenne :

Dans une zone de réception homogene, deux sigrlmntiques émis par les
protons de deux volumes élémentaires induisentiaean de I'antenne une méme
différence de potentiel. Les voxels d’une image aots le méme niveau de gris. Au
contraire, dans une zone inhomogéene, ces deux eslunduisent une différence de
potentiel différente qui s’avere sur les imagesdqes voxels de niveau de gris différent.
C’est le cas le plus fréquent avec les antennasidace.

e Chaine radiofréquence :

La non-linéarité du gain de transmission peut egposrtaines régions du volume
imagé a plus d’énergie de radiofréquence qu'uneed@mmons1994]. Les angles de
bascule ne sont alors plus calibrés de la mémeemaainsi que I'amplitude du champ
B; de laRF. Par conséquent, le signdlS des protons en précession dans un volume

élémentairedV(a) qui est proportionnel B; selon 'Equation 213 n’est plus uniforme

[Haacke1999 c].
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Cette expression du signal est aussi connue parifeipe de réciprocité. L'équation
mettant en évidence la relation enBe et I'angle de bascule est montré dans le
paragraph.1.1.

Selon Wicks [Wicks1993], la bande passante desertisgeurs dans la chaine de la
radiofréquence a une influence sur 'lhomogénéitatehsité. Une insuffisance de la
bande passante des convertisseurs aboutit a uiatiorad’intensité a l'intérieur d’'une
coupe de 'ordre de 21% pour une troncature datalé passante de 10%.

Il faut souligner que la sensibilité de I'antenreppend aussi de I'objet a explorer (mise

en discussion dans la sectid3.3).
2.3.2 Séquence IRM

Le défaut d’intensité peut étre visible sur desgesacquises avec une séquence
écho de spin [Simmons1994 ; Barkerl998], mais auwssi écho de gradient
[Miharal1998 ; Reeder1998].

En écho de spin, les paraméetréR et ETL peuvent provoquer des défauts
d’intensité sur I'image [Simmons1994]. Un basculatm@apide des gradients engendre
de courants Foucault dans les objets imagés, eticyar lors de TR court.
L’augmentation du nombre d’échos, quant a lui, indine baisse de qualité de
refocalisation due probablement a une inexactitaégere au niveau des impulsions de
180°.

En écho de gradient, la séquence est composée idhymesion d’'angle inférieur
a 90° dont I'exactitude dépend de l'uniformité dampB; émis.

2.3.3 Objet

La substance dont est formé I'objet a explorer asiaune influence sur la
variation de la répartition de RF et sur 'intensité du signal.

Une substance avec une constante diélecttidt)e élévée présente un effet
significatif sur la non uniformité d&®F dans le milieu, bien que le chan® soit
uniforme [Tofts1994]. Cet effet est considérablasiées fantémes contenant de I'eau
donte = 80 Fm'. La valeur élevée deaboutit & une résonance diélectrique (onde RF

stationnaire ou radiofrequency standing wave) tlefiet augmente I'intensité dB; au

% Constante diélectrique,: Décrit le pouvoir de polarisation du milieu (mouvement des charges liées)
sous I'effet d’'un champ électrique.
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centre de I'objet, cependant que I'angle de baseu#nsi que le signal deviennent
important. Par ailleurs, la longueur d’ondeRIE est réduite par un facteur d& par
rapport a sa valeur dans le vide (a 1,5T, la longuBonde de RF est de 0,52m)
[Hoult2000]. L'augmentation de la fréquence de néswe (augmentation du chamg) B
intensifie I'effet de résonance diélectrique abssdnt a une non uniformité du signal
importante. La distribution de I'intensité du sigeat donc focalisée avec un effet de
“déme” au centre de I'image du fantdme (ou de la téte)faible sur les bords
[Vaughan2001].

La conductivité électriqdec (en s.m') du milieu a aussi un effet sur la non-
uniformité du signal, qui se traduit par un effetad ou effet de pénétration di a des
boucles de courant induites par le champRifeaboutissant a une atténuation Bhu
[Simmons1994]. Cet effet est inversement proponbra la racine carré de , il
empéche la pénétration profondeRiedans le milieu & une intensité élevéedde

Les deux effets de résonance électrique et d'éimdnits dans les tissus
biologiques, présentant une structure isolante, dinersité de conductivités et de
permittivités, sont faibles pour un champinférieur a 3T [Simmons1992]. Par contre,

ils sont considérables pour un chaBysupérieur a 4T.
2.3.4 Corrections des défauts d’'intensité en IRM

Les méthodes de corrections proposées dans laatitté jusqu'a présent se
répartissent en deux groupes principaux, les méthate pré-traitement et de post-

traitement.

2.3.4.1 Méthodes de pré-traitement

Elles ont été les premiéres envisagées pour leectimn explicite du défaut
d’intensite.

[Axel1987] a proposé une méthode dans laquellealjende I'objet est normalisée
par celle d'un fantbme homogéne. Une autre méthpdaposée par [Breyl988],
consiste a acquérir deux images, I'une a l'aidd’a®enne de surface, I'autre avec
I'antenne corps entier. Ces deux images sont enfisgées par un filtre médian afin

d’atténuer le bruit, puis I'image de I'antenne deface est divisée par celle de I'antenne

4 Conductivité électriqueg : Aptitude d’'un matériau a laisser les chargestétpies se déplacer
librement.
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corps entier pour obtenir une estimation de la moiformité de I'antenne de surface.
Cette approche est surtout utilisée pour les apwemie surface. L'autre antenne est
supposée beaucoup plus homogéne, mais donnanindges de qualité moindre, de
part de la résolution par exemple.

D’autres méthodes de correction sont fondées sindé des expressions du
signal obtenues aussi bien pour des ségquencepdeitho de spins [Clare2001] que
pour des seéquences de type écho de gradient [Mi®81 Thulborn1998 ;
Deihmann2002]. Le signal obtenu est fonction dendla de basculex et de la
sensibilité de Il'antenne suivant la séquence @dlisCet angle est lui-méme
proportionnel a I'amplitude du chanty. La méthode consiste a obtenir une carte de
'angle de bascule et a corriger I'image de départaide de cette carte. Cette
distribution s’obtient a I'aide de deux acquisigorealisées avec, respectivement, un
anglea puis 2a. L'image corrigée s’obtient en divisant 'image digpart par le reste de
I'équation qui prend en compte la distributionL’'image finale est donc indépendante

de la sensibilité de I'antenne et de I'intensitéciampB;.

2.3.4.2 Méthodes de post-traitement

Les méthodes de post-traitement sont fondées suhygeotheses faites sur les
caractéristiques des artéfacts et proposent deagtisw logicielles intégrant ces
hypotheses. Les algorithmes se fondent sur la tidparspatiale des niveaux de gris,
d'autres sur la densité de probabilité de gris efine certaines exploitent les
particularités de la décomposition des données dmndomaine de Fourier et en
ondelettes.

Les références bibliographiques dans ce paragrepmeernent des méthodes de

post-traitement appliquées sur des imdgag.

a) Niveaux de gris
Ces algorithmes peuvent étre classés selon trogpgs : certains cherchent a
ajuster une surface parameétrique sur I'image afapmioximer le biais, d’autres se
fondent sur des méthodes statistiques et la derri&mille d’algorithmes utilise des

filtrages.

e Approximation par des surfaces
Cette méthode ajuste une surface pour modélisevdgations d’intensité. La

correction va se faire en divisant I'image de deépar I'image de cette surface. Les
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fonctions de base utilisées pour modéliser cettiasel sont des splines [Dawant1993 ;
Lai1999] ou des fonctions polynomiales [Tincher19%8eyer1995 ; Styner2000] dont

la forme est déterminée par des points de cont@#s.fonctions sont intéressantes car
elles présentent les mémes caractéristiqgues qualiegions d’intensité, c'est-a-dire des

variations lentes.

¢ Méthodes statistiques

Ces méthodes corrigent I'image et la segmententddraarche de segmentation
tient en compte des défauts d'intensité qui sondétisées par une distribution
paramétrique. L'ensemble des méthodes proposéesvigterminer les parametres de
la distribution par des méthodes d’'estimatiotExpectation-Maximizatiofi (EM)
[Wells1996 ; Pham1999 ; Zhang2001] &Fuzzy C Means (FCM) [Pham1999 ;
Ahmed1999].

e Filtrages spatiaux

La correction des défauts d’intensité par un fijeraspatial peut prendre
différentes formes: filtrage passe-bas avec désedi moyenneurs [Axell987 ;
Koivulal997 ; Zhou2001], médians [Harris1994 ; Nareal995] et gaussiens
[Vokurkal999] ou filtrage homomorphique [Johnsto®d 9 Brinkmann1998].

b) Densité de probabilité de niveaux de gris
Cette méthode considére la densité de probabiligtogramme) d’'une image ou
d’'un volume comme point de départ. Les défautstetisité la modifient de maniere
sensible. La correction consiste a appliquer dessformations sur I'histogramme afin
de retrouver celui de I'image idéale (image comig&led1998 ; Likar2000].

c) Espaces transformés

e Domaine de Fourier

Les méthodes de correction des défauts d’intessitdéroulent dans le domaine
de Fourier. Elles sont donc duales aux méthodediliiage spatial évoquées au
paragraphe, filtrages spatiaux. Elles consistenapgliquer un filtrage passe-bas
gaussien [Wald1995 ; Cohen2000] sur I'image de déda de retrouver I'image des
défauts d’intensité. L’idée sous-jacente est qusplectre basse fréquence des défauts

d’intensité peut étre dissocié de celui de I'objet’'image.
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e Domaine ondelettes

Une approche mutli-échelle fondée sur la transferneé ondelettes a été
présentée par [Han2001]. Elle est utilisée pouriger le profil de sensibilité de
'antenne. Il est peut étre utile de rappeler qaetransformée en ondelettes par
ondelettes discretes permet de décomposer une inemgedeux Sous espaces

orthogonaux : 'espace des approximations et l'esples détails.

2.3.5 Méthodologie de mesure et de correction

2.3.5.1 Position du probleme

Nous avons déterminé dans le paragrapi®le profil de sensibilité de deux
antennes surfaciques, cardiaque et carotide, ®eseement ainsi qu'en profondeur.
Les imagesIRM obtenues pour un fantdbme homogéne subissent un&tioa de
l'intensité du signal dans les deux directions tarcp de vue, Supérieure/Inférieure
(91) et Droite/Gauche§/G). Cette variation du signal est aussi influencée la
séquencdéRM utilisée, I'objet et le chamB; comme évoqué dans les paragrapgh8s
Pour cette raison, la variation d’intensité induiperturbe la précision et la
reproductibilité des analyses quantitatives sumesyedRM. Nous avons ensuite passé
en revue dans le paragrapB8.4 aux méthode$Spré et post-traitemenitenvisagées
pour la correction des défauts d'intensité. La pligles méthode$post-traitement,
basées sur une modélisation des effets de nonroniié sont destinées pour effectuer
une segmentation efficace des organes.

Ces méthodes de correction peuvent étre utilis@ées dhotre cas, mais elles
restent aveugles aux causes sous-jacentes. Nons ageayé de trouver des solutions
de pré-traitement prenant en compte les sourcemnaiesuniformités. Ceci évite de
sélectionner un algorithme parmi de nombreux auitede comparer les performances
des méthodes de correction entre elles.

La méthode de pré-traitement proposée consist@igichne antenne volumique
dont le profil de sensibilité en émission et rémaptest constant sur tout le volume
exploré (mais ce n’est pas exactement le cas éitéjé&nsuite, nous avons sélectionné
une seéquencdRM de la famille d’écho de spins tres peu sensible défauts
d’intensité. La variation du signal qui peut engende choix de 'ensemble, antenne et

séquence est prise en considération. Nous avorss glaamtifié cette variation sur un
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fantdme placé dans plusieurs positions, et donpriepriétés physiques n’affectent pas
la distribution de laRF. Cette quantification va permettre de trouver lailleur
configuration et position du fantdme ainsi, la noélly de correction qui peut éliminer
ces variations et accentuer encore plus la perfoceae I'antenne et de la séquence
choisies. La pertinence de la méthode de corregtimposée est déterminée en
comparant les pourcentages de non uniformité chakayant et aprés son application.

2.3.5.2 Principe de la méthode de correction

Notre méthode de correction est inspirée du prendig fonctionnement des filtres
spatiaux comme le moyenneur utilisé dans le pagiement. Son opération
fondamentale vise a atténuer ou supprimer les egetspérités dans une image.
Brinkmann [Brinkmann1996] et Zhou [Zhou2001] ontnsméré que les défauts
d’intensité ne contiennent pas seulement des coanpes basses fréquences mais aussi
haute fréguence. Donc, son principe de fonctionmeéraeun intérét pour éliminer les
défauts d’intensité a haute fréquercpriori qui ne sont pas prises en compte dans les
autres méthodes. Ce filtre a démontré des réspitesitifs pour la correction des images
du cerveau par rapport a d'autres méthodes de traitsment [Brinkmann1996 ;
Zhou2001].

Le principe de la méthode de correction proposéd’ebtenir plusieurs images a
partir d'un méme objet homogéne (fantéme) dansjledre directions (Supérieuf&”,
Inférieure “1 7, Gauche“G” et Droite “D”). Ces images sont prises dans certaines
conditions de pré-traitement décrites plus loinsdbn paragraph@.3.5.3. L'intensité
mesurée d’'un objet sur une image pour une posiimmée est moyenné avec les
intensités mesurées du méme objet dans d’autregiopgs C’est un lissage des
variations spatiales d’intensité sur I'image daosteés les directions. Ceci permet de

s'affranchir en grande partie des défauts d'inténsi

2.3.5.3 Matériels et méthodes

Nous décrivons ici la méthode de pré-traitementfatebme et son contenu, le
choix de l'antenne, le positionnement correct dot@me dans IRM, le support du
fantbme et sa configuration, les parameétres deddmence et ceux de calibration de

I'imageur. Nous présentons aussi la méthode deciion concue et son évaluation.

L’ensemble est récapitulé par I'organigramme deidmre 2-19.
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a) Fantbme
Le fantdbme utilisé pour réaliser cette étude est omatrice de quatre ou huit
flacons en verre de 15 ml, contenant 10 ml de diguun neuviéme flacon est placé au

centre comme référence (Figurd.6).

Figure 2-16. Schéma d'un fantéme, avec sa photo en fagapesé de huit flacons en verre et un
neuvieme placé au centre qui sert comme référence.

Les deux liquides testés sont le sérum physioleafigavec 0,9% de Chlorure de
Sodium et I'huile organigde(huile de tournesol). Le sérum physiologigB8e est
largement utilisé dans les chapitres 3 et 4. Letéfae contenant du sérum
physiologique peut servir de référence pour leslefwltérieures. Un autre avantage
dépend de sa conductivité qui peut supprimer featie résonance diélectrique induit,
par exemple, par I'eau distillée [Kangarlu1999]r pantre I'inconvénient est sa faible
viscosité, proche de celle de l'eau. Tofts [Tof@Z0 mentionne le probleme de
mouvements résiduels de ce type (eau, sérum phyggijole S¢...) avec les vibrations
provoquéees par les gradients. Ces mouvements pembqune perte artificielle et
variable de la magnétisation transversale pouséggiences eS8E T, ou de diffusion.
En plus d’avoir utilisé un fantdme a base de séphysiologiqueSg nous avons aussi
utilisé I'huile organique afin d’avoir un fantdmeex une constante diélectrique faible
(e = 2-3 Fm) [Tofts1994], un liquide visqueux et qui peut émtdisé pour vérifier la

variation de la répartition deF.

b) Choix de I'antenne
L’antenne volumique choisie est une anteficage d'oiseallde diameétre80 cm
et de longueud0 cm C’est une antenne utilisée en émission et rémepmt formée

d’'une bobine unique (1 seul canal). Sa conceptesmpt d’atteindre un chanif et un

*Huile organique : Liquide gras d’origine végétale.
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rapport signal sur bruiS/B uniforme [Hayes1985]. Ne s’agissant pas d’obteme
haute résolution spatiale, il est ici inutile dlig&r une antenne de surface.

c) Mise en place du fantbme sur un support tournaragmatique

Nous avons fabriqué un support tournant amagnétequdois, pour poser les
guatre ou huit flacons du fantéme. L’ensemble estéppar un autre support fixe en
polystyréne épousant la forme de I'antenne et pgamiede positionner le support en
bois et les flacons exactement au centre de I'aetet du tunnel (Figur&17). Ainsi,
les incertitudes sur les mesures du rapport signabruitS/B sont limitées a la non
uniformité du champ radiofréquenB& émises et recues.

Le support en bois est muni d’un axe en bois afirpduvoir tourner la matrice
dans les différentes directions. Cette rotationmgdrréaliser la correction des défauts
d’intensité en moyennant les mesures d’'un mémerlaans la méme position pour les

différentes directions. Cet axe correspond ausskeatre de I'antenne.

Figure 2-17 : Support tournant amagnétique composé de geuties : une partie fixe en polystyréne
pour centrer les échantillons au centre de 'anem du tunnel de I'lRM, I'autre tournante en bdiss
figures au milieu et a gauche illustrent les deaxtips du support avec les flacons dans et horstéane
cage d’'oiseau (Quad Head).

d) Répartition des flacons du fantbme

Etant donné que le signal mesuré varie en fond®la distance entre la région a
explorer et I'antenne, nous répartissons les flaceaor le support d'une facon
symétrique par rapport au centre de I'antenne,nsdés formes géométriques, carré,
losange ou cercle. C’est une fagon simple pourrchéter la répartition des variations
faibles d’'intensité dans I'image. Donc, nous clesiens la répartition matricielle pour
les flacons selon quatre configurations possibigsles support (Tablea-2 ; Figure
2-18).
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Chaque groupe de quatre flacons forme une matidcee, les flacons sont
répartis sur deux matriceS Carré-1" et “Carré-2 a 45°. Un flacorC est commun aux

deux matrices (Figur&18), il est au centre de I'antenne et du tunnel.

Configurations
| Il 1l v
Nombre de 2 1 2 1
matrice
Nombre de 8 4 8 4
flacons
Carré-1-Carré-2 . . Carré-1-Carré-2 Carré-1 ou Carré-2
Forme et Carré-1 ou Carré-2
PN flacons o flacons non flacons non
caractéristique P flacons équidistants . "."- O
. équidistants du équidistants du équidistants du
de la matrice du centre
centre centre centre

Tableau2-2 : Les quatre configurations des flacons surdpport amagnétique tournant.

1. La configurationl comporte huit flacons répartis en méme tesyrsdeux

matrices“Carré-1-Carré-2 Ces flacons sont équidistants du cehte,

avec un rayon de 5,6 cm.

2. La configuration!ll comporte quatre flacons, soit une seule matrice

“Carré-1” ou “Carré-2 alternativement Ces quatre flacons sont aussi
équidistants du cent@

La premiére matricé€ Carré-1" est ensuite permutée dans la deuxiéme
position a 45°“Carré-2° pour obtenir la seconde disposition. Cette
configuration nous permet de mesurer une possediifpation du signal
en fonction la proximité de ses voisins dans lafigomation | a huit
flacons.

Nous représentons les deux matrices sur I'imagedelex manieres :
Lorsqu’une des deux matrices comporte les flaceltes est figurée par un
carré complet tandis que la deuxiéme matrice dépeudes flacons est

figurée par un carré pointillé.

3. La configurationlll est constituée de huit flacons répartis en mémede

sur deux matriceSCarré-1-Carré-2 Ces flacons ne sont pas équidistants

du centre. Les flacons sur la matric€arré-2° sont plus proches du
centre, soit a 4 cm, que les autres positionnéasuatrice“ Carré-1", soit
a 5,6 cm du centr€. L'intérét étant de voir si un faible changemeat d

distance par rapport au centre a une influencéesaignal.
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hY

4. La configurationlV, “Carré-1" ou “Carré-2’, a quatre flacons a un intérét
identique a la configuratioml (perturbation par les voisins), mais en
ajoutant la problématique de la distance au cesdglen la configuration
I .

Le support d’'une ou de deux matrices de flacons@stis a une rotation de 90°
pour atteindre une des directions données afinédéiser la méthode de correction
(section2.3.5.2). A cet effet, nous avons fait sortir latfane de I'imageur a chaque
fois en respectant sa méme position sur le sugoopblystyrene et dans I'antenne cage

d'oiseau.

Flacons
Equidistants

Carré-2

Flacons
Non Equidistants

Carré-1

Configuration III Configuration IV

Figure 2-18 : Répartition des flacons du fantéme selon guadnfigurations. Configurations | et Il : huit

et quatre flacons équidistants a 5,6 cm du centret @partis respectivement sur deux matrices : en
méme temps, soifCarré-1-Carré-2”, et alternativement, soifCarré-1” ou “Carré-2 a 45°.
Configurations 11l et IV : huit et quatre flacongpartis respectivement sur deux matrices de la méme
maniére que les deux configurations précédentess itlsane sont pas équidistants du centre C, saitta

et 4 cm. Au centre C, un neuviéme flacon est comauxrdeux matrices. Les matricé&Sarré-1” ou
“Carré-2’ a 45° dépourvues de flacons dans les configuratibas IV sont illustrées sur les images par
des carrés pointillés.

e) Séquence IRM
La séquencdéRM appliquée sur les quatre configurations de fantéstaind=SE
T, identique pour chaque direction. Le choix de caitguence peut éliminer les

artéfacts dus a la susceptibilité magnétique, @aldge chimique et a la non uniformité
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du champ magnétique de la machine. Les paramétopses a cette séquencER( et
ETL) sont choisis de maniére a ce quils ne présenfmad d’influence sur
’homogénéité de l'image (TableaZ3). A cet égard, nous avons choisi une valeur
moyenne derR, 500 ms et un nombreTL de, 4 assez bas. Par ailleurs, nous avons
réduit le bruit ainsi que le temps d’acquisitionammentant le volume du voxel (1,4 x
1,4 x 6 mm) et en choisissant Mexde6. La pondératio; est choisie afin d’éviter le
probleme de la perte artificielle de magnétisatiansversale induite par la faible

viscosité du sérum physiologique (sectibd.5.3a).

2D FSE-XI /oblique, Coronal Antenne : cage d’'oiseau
TR TE ETL FOV Matrice Epaisseur  Nombre BW Phase Nex
(ms) (ms) (cm) coupes (mm) coupes (kHz) FOV

500 15 4 18 128 5 6 15,63 1 6

Temps d’acquisition : 1'38”

Tableau2-3 : Paramétres de la séquence FSE-XL appliquésusufantdme de huit ou quatre flacons
contenant de I'huile ou du sérum physiologiqye S

f) Calibration

Pour imager le fantbme dans ces quatre directions ghaque configuration, il
faut le faire sortir a chaque fois du tunnel poffiectuer la rotation de support en bois.
Cette opération est réalisée sans décentrer I'drisahes flacons et du support. Ensuite,
pour chaque configuration du fantbme une séquEBésest lancée. Il y a a chaque fois
des nouvelles valeurs diPrescari obtenues automatiquement (R1, R2, TG et AX)
pour le méme objet. Pour éviter le changement devedeurs, nous avons pris la
premiere configuration a 8 flacons comme référaetesevaleurs de calibration. Une fois
ces valeurs obtenues, elles sont conservées poquédre configurations ainsi qu'apres
chaque‘Prescan.

Les valeurs d'étalonnage de séquence“Buescari obtenues sur un fantdme
d’huile, ou de sérum physiologique, sont maintenigEntiques pour toutes les

configurations.

g) Evaluation de la répartition des flacons
Nous déterminons ici laquelle des quatre configomat matricielles des flacons
donne la meilleure homogénéité du signal sur legggd RM.
Pour chaque matrice dans chaque configuration, aemss mesuré le signal d’'un
flacon sur I'image pour une direction donnée et emmé avec les signaux mesurés des
autres flacons dans la méme matrice. Dans leseqaatrfigurations, les valeurs des

signaux moyennés des flacons de la matficarré-I” sont comparées avec les
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moyennes des signaux de l'autre matri@arré-2° dans les quatre directions. Par
ailleurs, nous avons mesuré le signal au cér@redes matriceScarré-1” et “carré-2’
pour chaque direction dans les quatre configurati@ies valeurs moyennées obtenues
sont comparées avec cette valeur au centre. Enbos déterminons I'écart en
pourcentage entre les valeurs moyennées des deticangpour les quatre directions
avec le signal du centre. La configuration présgntaplus faible écart sera considérée
comme la meilleure parmi les quatre et sera chpsig I'application de la méthode de

correction.

h) Evaluation de la méthodologie de correction
Apres exécution de la méthode de correction prapasis la sectiof.3.5.2,
nous avons évalué la pertinence en appliquant datdication des défauts d’intensité
selon Wicks [Wicks1993]. Elle consiste a détermileepourcentage de non uniformité

intra-coupe (Gira) définie par :

G

- =Ex100 0-18)
Ou ocorrespond a I'écart-type des intensités dansatienefu leur moyenne.

La correction de non uniformité réalisée par le emoage des mesureg,, et
Hin), de chaque flacon de position n (n = 0 a 8), pesidifférentes directions i (i=1 a
4), est effectuée sur les quatre configuration8véluation de la méthode de correction
n'est accomplie que sur deux configurationst Ill parce que, on le verra plus loin,
I'influence des flacons voisins reste modérée at buit flacons mesurés en méme
temps représentent un gain de temps notable dapsdeédures du chapitre.4.

On a déterminé le pourcentage de non uniformiténsk définition de Wicks,

une fois avant la correctior,,, ;, €t apres correctio® d’un flacon de position

corr.(n)

n. Les résultats sont représentés graphiguemefin, Erous avons calculés la

moy. ?

moyenne de pourcentage de non uniformité corri@gg ,, pour tous les flacons sur le

support afin d’en analyser la dispersion ou I'écantyen.
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Config.= | ; flacons=%
n=0;6=0°;i=1
I Méthodologie de
v correction de la non
. . uniformité du signal
Acquisition d'image IRM pour un
¢ fantdéme
6=6+90°
i=i+1 Mesure des
a(i,n) etu(i,n)
4 ¢ N\
n=n+1 % de non uniformité
Gfanl.(i,n)
(. J
Oui Non
n=C
|
Oui
(i
Gfam.(i,n) = xloo
e — Hiny
% de non uniformité 4 Tin
G onm(PoUrn=0a8) G - 2=y
\_ ) corr.(n) 24 Iu(i,n)
v =g
4 1\
9
Zn::]_ Gcorr.(n)
Gmoy, Gmoy. = 9
& J
Config.llI Oui _ _ Non
9=0°:i=1: Configuration = |
n=0 -
Config.1
[
Flac.= huile Evaluationen|
9=0° comparant |Oul - 8
C_ | acons =
= ](-) Gfant.(i,n)'
n=
Gcorr.(n)’ Gmoy.
Evaluation en comparant
Gfant.(i,n) ! Gcorr.(n) et Gmoy,

fant. : fantdéme, flac. : flacons, config. : configtion, moy. : moyen, corr. : corrigé, n : indieeld position des flacons sur le
support (n = 0 a 8), i : nombre d’orientation (L= 4),6 : angle apres rotation de support, G : % de ndloumité, |1 :
intensité,o : écart type des intensités

Figure 2-19: Organigramme représentant les étapes suivles, conditions d’acquisition et la
méthodologie de correction dans les quatre dirextipour compenser la non uniformité du signal IRM
sur un fantdbme homogene de sérum physiologiquehuiled Evaluation graphique de non uniformité
avant et apres correction par le pourcentage de maiformite.
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2.3.5.4 Résultats et discussion

Les résultats concernent dans un premier tempoiemme des signaux pour les
matrices de flacons de chacune des quatre confignsa La variation d’intensité
moyenne la plus faible devrait correspondre a lafigoration la meilleure. Dans un
second temps, les résultats se rapportent a I'atrafu de la méthode de correction

(Figure 2-19) appliquée sur la configuration la meilleure.

a) Répartition des flacons du fantéme

Les Figure2-20 et Figure2-21 illustrent les imagelkM T, des flacons contenant
du sérum physiologique et de l'huile pour les gratonfigurations. Pour chaque
configuration, on donne une représentation graghidas signaux moyennés pour
chaque matrice de flacofi€arré-1" et “Carré-2’ a 45° dans les quatre directions. On
cherche a mettre en évidence une influence suigtalsd’'un faible changement de
distance par rapport au centre ou en fonction dadaimité des voisins. Le Tableau
2-4 montre I'écart en pourcentage entre les valewsgennées des deux matrices, les

écarts entre elles et le signal au centre dansiokates quatre directions.

¢ Fantbme de sérum physiologique

En comparant I'écart en pourcentage entre la cordigon | et Il (flacons
équidistants du centre, Figu2e20 a et c¢) pour Isérum physiologique, on observe que
celui-ci est moins important que lorsqu’il n'y aeggquatre flacons sur le support (Figure
2-20 b et d; Tableaz-4). Cela indique qu’avec huit flacons sur le suppiby a une

interaction entre eux conduisant a un affaiblisserde signal.

Configurations
Contenus Directions l I I v
8 flacons 4 flacons 8 flacons non 4 flacons non

équidistants équidistants équidistants équidistants

1 2,19% 0,7% 3,69% 0,84%

Sérum 2 1,56% 0,97% 2,63% 1,12%
physiologique 3 1,75% 0,76% 2,86% 1,32%
4 2% 0,63% 2,66% 1,05%

1 1,02% 1,45% 1,06% 1,6%

Huile 2 0,15% 0,87% 0,62% 1,46%

3 0,03% 0,56% 0,55% 1,1%

4 0,37% 1% 0,72% 1,01%

Tableau2-4 : Ecart en pourcentage entre les valeurs moyesme la matricé Carré-1” par rapport a
celle “Carré-2” a 45° selon les quatre configurations et direcsiopour un fantdme de sérum
physiologique et d’huile.



Mesure de faibles variations du signal image en IRM 82

Configuration |

155 ~
T = Carré-1
Carré-2 150 HCarré-2
I O Centre
- 145
[
5 - '
Carré-1 {id
135
130 T T T ]
Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4
a b Directions des matrices
Configuration I
155 1
@ Carré-1
W Carré-2
1 5 150
Carré-2 [ Centre carré-1
T [ Centre carré-2
- 145 -
[
I~
=g
& A
i 140 +
Carré-1
135
130 T T \
Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4
Directions des matrices
c d
Configuration 11l
158
ECarré-1
s - 150 . H Carre-2
Carre-2 | OCentre
— 145
[:]
c
=
Carreé-1 @ 140 -
135 A
130 +— R — - S - L
Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4
Directions des matrices
e f
Configuration IV
155
@ Carre-1
H Carré-2
150 = -
Carré-2 [ Centre carré-1
O Centre carré-2
= 145 +
c
2
o
140
Carreé-1
135
130 A
Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4
Directions des matrices
o
g h

Figure 2-20 : Images IRM T d'un fantdme sérum physiologique, obtenues aveéduence FSE-XL. (a)

et (c) : images des matrices a hlidarré-1-carré-2” et quatre flaconscarré-1” ou “carré-2” a 45°
équidistants du centre. (e) et (g) : images desioest a huit‘ carré-1-carré-2” et quatre flacon§carré-

1” ou“carré-2” non équidistants du centre. Les matrices carréegaintillées dans les configurations |l

et IV sont dépourvues de flacons. (b), (d), (f{ngt moyenne des signaux des flacons dans la méme
matrice et dans les quatre directions de chacursequetre configurations.
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En faisant la méme comparaison pour les configumatill etV (flacons non
équidistants du centre, Figu220 e et g), on observe encore une fois des écarts
moindres entre les valeurs moyennées lorsqu’iquatre flacons au lieu de huit (Figure
2-20f et h; Tableawr-4).

C’est avec la position dans laquelle les flacon# gguidistants du centre de la
matrice que ces écarts sont les moins importamistefois, méme si c’est avec quatre
flacons en positions équidistantes que [I'écart kestmoindre, I'écart avec la
configurationl & huit flacons reste faible. Compte tenu de deitde différence, et de
I'intérét de mesurer un nombre important de flacanta fois pour la rapidité des
procédures, la répartition équidistante de huitdites par rapport au centre sera celle

gue nous retiendrons.

e Fantdbme d’huile

On observe des écarts moins importants qu’aveérlans physiologiquesg En
comparant I'écart en pourcentage entre la configura et ll (flacons équidistants du
centre, Figure2-21, a et c), on observe que I'écart est moins mapo lorsqu’il n'y a
gue huit flacons sur le support (Figu*®1 b et d ; Tablead-4). Cela est différent des
résultats obtenus avec le fantdmesdeum physiologique.

Pour la méme comparaison entre la configuratin et IV (flacons non
équidistants du centre, FiguZ21 e et g), on observe encore une fois plus dagséc
moindres entre les valeurs moyennées lorsqu’ihyitiflacons au lieu de quatre (Figure
2-21 fet h ; Tableawt-4).

On déduit qu’il y a une tendance générale a unendition des écarts entre les
valeurs moyennées du signal lorsqu’il y a huitdlas au lieu de quatre. Toutefois, c’est
dans la configuration ou les flacons sont équidistalu centre que ces écarts sont les

moins importants.
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Configuration |

810
@ Carré-1
800 m Carré-2
R 790 0O Centre
Carré-2
780
— 770 +
g
- o 760 4
Carré-1 e
750
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720
710 T T T —
Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4
b Directions des matrices
810 - Configuration Il oy o—
300 1 B Carré-2

Carreé-2

O Centre carré-1

790 1 0O Centre carré-2
780

770

750
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730

720

710 4 T T ]

Signal
-~
o
o
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Direction-1 Direction-2 Direction-3 Direction-4

Directions des matrices
c d
810 - Configuration Il
800 @ Carré-1
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g H Directions des matrices

Figure 2-21 : Images IRM i d’'un fantdme d’huile, obtenues avec la séquensg&-KL. (a) et (c):
images des matrices & hdicarré-1-carré-2” et quatre“carré-1” ou “carré-2” flacons équidistants du
centre. (e) et (g) images des matrices a hedtrré-1-carré-2” et quatre®carré-1” ou “carré-2” flacons
non équidistants du centre. Les matrices carréepantillées dans les configurations Il et IV sont
dépourvues de flacons. (b), (d), (f) et (h) : moyedes signaux des flacons dans la méme matritanst
les quatre directions de chacune des quatre cordigns.
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Les résultats différents observés pour I'huileeegdrum physiologique ne peuvent
s'expliquer que par la différence de nature deddyits. L’huile a une constante
diélectrique faible et une viscosité plus impomanCes caractéristiques perturbent
moins laRF transmise dans le milieu et limitent les effetsndouvement résiduel lors
du mouvement du fantbme. Par conséquent, le sigpat pas trop perturbé avec la
proximité des flacons ou lorsqu’ils sont a équatiste du centre.

Le faible écart du signal entre les flacons dudam d’huile par rapport a celui de
sérum physiologiquenet en évidence l'influence du milieu sur la noifarmité de la
radiofréquence. Avec le fantbme d’huile, le faiBleart ne dépend donc que de la non
uniformité B; transmis et de la position de flacons sur le sttppwour cela, les résultats
sur le fantdme d’huile en fonction de la proximités deux matrices de flacons sont
plus fiables que ceux observés sur le fantéme denmséghysiologique. Dans la
littérature, les gros fantdbmes contenant de I'huslent largement utilisés pour

déterminer la non uniformité de I'antenne téte {$0994].

Il apparait sur les graphiques (Figu#0 ; Figure2-21) une différence entre les
intensités du signal du flacon au centre dans ineettbn donnée et celles du signal du
flacon au centre dans les autres directions poacwste des quatre configurations. Cette
différence est indépendante de l'influence de tpuséce choisie et des parametres de

“Prescarni. Elle est plutét dépendante de la répartitionfde®ns sur le support.

b) Méthodologie de correction
La Figure 2-22 représente le pourcentage de non uniformitéimtessités, sur
chaque flacon des deux matriceSarré-1" et “Carré-2” a 45° de configuration
équidistante et non équidistante du centre, seenqlatre directions, avant et apres
moyennage.

Avant moyennage, la variation du pourcentage deumformité G, sur le

fantdbme de sérum physiologique ou d’huile est irtgpae. Par contre, elle est réduite

apres moyennage des intensités_( ) selon l'organigramme de la Figu219

(Figure2-22 ; courbes vertes).

Nous observons encore une fois que le pourcentageod uniformité, apres
correction et pour les flacons équidistants dureergst plus faible que celui obtenu
avant correction. Nous remarquons aussi que I'adablu moyen du pourcentage de

non uniformité est plus faible pour les matricesiéigtantes que pour les matrices non
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équidistances (Figur&23). En plus, il est moins avéré sur le fantomeudé (courbe
verte ; Figure2-23, b), par contre, il est significatif pour leatmces non équidistantes
(courbe rouge ; Figurg23, a et b).

La différence entre I'écart absolu moyen du pouiag® de non uniformité des
matrices équidistantes par rapport a celui desiceatnon équidistantes est de 30%
pour le sérum physiologique et de 51% pour I'hu@ela veut dire qu’il y a moins de

dispersion pour la configuratidnque pour la configuratiohl .

Donc, la répartition en équidistance des flaconscentre de la matrice nous

semble acceptable pour la continuité de notre iltava
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Figure 2-22 : Pourcentage de non uniformité du signal mésur chaque flacon (n = 0 a 8) du fantbme
serum physiologique ou huile avanG{ ), couleurs : rouge, bleu, jaune et rose) et aprésexiion

(Geonrny Couleur verte) dans les quatre directions (i = 14a (a) et (b) (respectivement (c) et (d)),

graphiques correspondant au fantéme du sérum plogggque (respectivement d’huile) avec des flacons
équidistants et non équidistants du centre. Le tpdinorrespond au pourcentage de non uniformité du
signal correspondant au flacon commun aux deuxioeesr
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Figure 2-23 : Représentation graphique de I'écart du poutege de non uniformité aprés correction
Georr.(ny Par rapport a leur moyenne G, pour chaque élément du fantdme sérum physiologiayet
huile (b). Le point 0 correspond au pourcentagenda uniformité sur le flacon commun aux deux
matrices.

2.4 Conclusion

Le défaut d'intensité en IRM est un probléme comeleui dépend de plusieurs

facteurs. Le principal facteur est la sensibilatgale de I'antenne.

L’étude de la sensibilité spatiale des deux antesnefaciques carotide et cardiaque en
profondeur et en largeur a mis en évidence le défantensité sur les images IRM.
Pour I'antenne carotide, la sensibilité est cortstanr une largeur de 4 cm et totalement
non uniforme en profondeur avec une atténuatiomresmptielle de 58% a 2,5 cm. Pour
I'antenne cardiaque, au contraire, la sensibiktecenstante sur une largeur de 8 cm et
s'atténue moins vite en profondeur que celle detdane carotide. Son intensité est
moins importante que celle obtenue par l'autre rarged 4,5 cm de profondeur.
Cependant, au-dela de 4,5 cm de profondeur, I'sit@rdu signal recu par I'antenne

cardiaque est supérieure de 46% a celle de I'aatearotide.

Plusieurs approches ont été proposées pour colageariation des intensités du signal
sur les imagefRM. L’algorithme proposé dans notre étude a deuxgshak premiere
est un prétraitement qui optimise les conditiorecquisition de la machind R Nex
épaisseur de la coupe, les gains d’émission eédeption de I'antenne, le choix de
'antenne et de la séquence), de la position dadépartition des éléments de I'objet
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sur le support. La deuxiéme est un traitement payemnage de l'intensité mesurée
d'un objet sur une image pour une position donnée des intensités mesurées du
méme objet dans d’autres positions ou directioasmiéthode proposée est simple. Elle
est appliquée sur un fantbme homogéne composaidepis éléments. L'utilisation du

fantbme est fondamentale dans notre méthodologieod®ction ainsi que dans les
chapitres suivant pour plusieurs raisons : il aezélibrer I'antenne, a étudier les défauts
d’intensité et a déduire un facteur de correctiorfanction de la position, méme apres
moyennage. Ce facteur sera utilisé dans la compensdes quantifications des

échantillons dans le chapitre.4.

L’étude réalisée sur le fantbme concernant la téjmer matricielle pour les flacons sur
le support, a abouti & des conditions optimalemp#ant de déterminer le contenu des
flacons en mesurant un signal non perturbé. D’apedsrésultats obtenus apres
correction des défauts d’intensité, la dispersianpdurcentage de non uniformité par
rapport a la moyenne a diminué pour la configuratiale 30% sur le fantdme sérum
physiologique et de 51% sur le fantdme d’huile @goport aux autres configurations.
La configurationl comportant huit flacons équidistants du centrecawerayon de 5,6
cm, est donc la meilleure avec une antenne cagsedo.

Ces résultats donnent des indications utiles poantifier les faibles variations éRM
caractérisant I'échantillon sans avoir une errewuite sur nos mesures par la non

uniformité du champ radiofréquenBé-.



Chapitre 3

Détectabilité des materiels
d’embolisation
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Dans le premier chapitre, nous avons présenté Imsiglbgie, I'angiogénese et
I'architecture vasculaire tumorale (1.2). Nous avafécrit brievement les fibromes
utérins et le traitement alternatif a I'hystérectenpar embolisation artérielle (1.5).
L’envoi des agents d’occlusion vasculaire, embaasmicroparticules, actuellement
invisibles par les différentes modalités d'imageriédicale, vers un organe, un tissu ou
une cellule malade doit tenir compte d’'un certaombre de contraintes : certitude
d’atteindre le tissu ciblé, distribution des micadjcules a I'intérieur et a I'extérieur de

la tumeur, densité dans un vaisseau, et, enfinetdes microparticules dans le temps.

Dans le cadre de ce chapitre, nous décrivons fesheactuels des microparticules et de
leurs applications médicale8.1). Actuellement, les agents d’occlusion vascelaont
acheminés dans un fluide (composé du sérum phgsiple et de I'agent de contraste
opaque aux rayons X en flux par les voies vasasgaiers la cible).

L’IRM ne s’intéresse que rarement au matériel d’emhmisalont la visualisation
directe n’est pas pratiguement possible. Un marguig agents d’occlusion injectables
a l'aide de produits de contraste pdRiM doit permettre une visualisation directe de
ces produits pendant l'intervention sous conttBlgl en temps réel ou pour un contréle
a posteriorisans faire intervenir la scopie par rayons X. Briigulier, le repérage sous
IRM de la position des microparticules dans le résemgeulaire irriguant une masse

tumorale est un enjeu important.

Nous montrons, dans un premier objectif, I'intédétleur visualisation pdRM (3.1)
qui sera souligné par des essais expérimentauxyitro, de détectabilité des
microsphéres de Tris-acryl (Embosptfdremarquées par urSPICH (3.2). Leur
application clinique et leurs caractéristiques d®mgétrie, de composition et de
structure ont attiré notre attention ainsi queecdk I'équipe médicale dDR2| (Centre
de Recherche en Imagerie Interventionnelle). Nows établi un protocole afin de
montrer, pour la premiere fois, la possibilité de tepéren situ parlRM 1,5T. L’enjeu
est avant tout de trouver la bonne séquence ave@a@metres optimaux (TR, TE,
FOV, épaisseur de coupey K Ny, ...) et une antenne adaptée afin d’obtenir le eill
signal possible. De plus, il est nécessaire deméter la faisabilité de détection de ces

microsphéres en conditian vivo qui impose le contréle du temps d’acquisition (el

! SPIO : Superparamagnetic Iron Oxyde.
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ci doit étre aussi court que possible). Le paraanémps est donc une contrainte
supplémentaire sur les compromis effectués dapsifisation du signal. Des essais de

détectabilité ont également été réalisés sur ugemdaRM de 3T.

Nous présentons, dans un second obijectif, un déwetoent de matériels d’occlusion et
éventuellement de vecteurs de drogues destinés ddtctables diRM. Ce travail est
I'élargissement du premier objectif avec des patpes plus étendues, mais se situe en
amont clinique. Il consiste a marquer des agentsatlision non dégradables ou
dégradables de forme sphérique. Nous avons acquiseptravail un premier savoir
faire en matiére de marquage par $20d'un type de microsphéres (Hépasphare
non dégradable3(3) qui se présentent, a I'état initial, sous ferde poudre. Puis, nous
avons constitué un second savoir faire en matierandrquage de microparticules
réalisées par nos soins concernant, premiérementmarquage de microbilles
d’'alginates avec deSPIO et du Gadolinium 3.4), puis, le marquage avec deBlO
d’émulsions dont l'intérét est multipl®.6). On peut régler la taille des gouttelettes et
ainsi étudier les limites de détectabilité par orageurRM; on peut aussi les utiliser
pour I'embolisation artérielle, ce sont en effes decteurs inertes vis-a-vis de tout
agent thérapeutique.

La maitrise de ces techniques nous permet aussirdgdler la concentration en agent
de contraste incorporé dans ces nouvelles miciopkas qui aura une influence directe

sur le signal détecté.

3.1 Les types d’agents d’occlusion vasculaire principau

Les agents d'occlusion vasculaire (Table#ll) représentent tous les produits
aboutissant mécaniquement ou biologiquement a adesion du vaisseau dans lequel
ilIs sont placés [Chapot2000]. lls sont nombreulest choix dépend de I'application
clinique envisagée. Pour une occlusion vasculanepbraire (recanalisation possible
surtout avec les artéres nourriciéres du trélinhes particules les plus recherchées sont
constituées d’'une matiere gélatineuse résorbabbeidglas1994] (Annexe A, Tableau

A-1, Gelfoan®). Ce type de particule peut seulement atteindseatédres larges. Par

2 Trauma : Blessure ou lésion produite sur une poitmitée de I'organisme.
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conséquent, la pression sanguine en amont deré€astégnant diminue, une thrombose
locale est alors formée [Douglas1994].

Dans le cadre du traitement tumoral, une occlusiasculaire temporaire ou
permanente est possible a condition que les midiopkes utilisées pour réaliser
I'occlusion atteignent ou dépassent les artéricdeset effet, des microparticules fines
(Annexe A, Tableah-2 et TablealA-3) et des agents colloidalgAnnexe A, Tableau
A-1, Lipodof) sont utilisés avec ou sans des agents anticancére
(chimioembolisation) pour produire une nécrose taieo D’ailleurs, I'occlusion
permanente est préférée pour le traitement desocaied et des malformations

artérioveineuses. Celle-ci est accomplie par desaparticules non résorbables.

Les emboles peuvent exister en plusieurs calibrasugpmétriques et avec des
formes géométriques différentes, irrégulieres olnésgues. Ces caractéristiques
permettent a 'embole d’atteindre plusieurs nivedaxs I'arborescence artérielle. Par
exemple, les spirescoils” peuvent obstruer les arteres moyennes et pdfiedis que
les agents liquidien$ Lipiodol®, Ethanol” et les petites particule$Microsphéres,
PVA” peuvent boucher les artérioles ou les capillaibemc, la forme et le calibre de
I'embole interviennent dans la précision de laoégiiblée. Lorsque les microparticules
sont sphériques, de calibre approprié a la lumvaseulaire, elles se positionnent le
moins bien sous forme d’agrégat dans le vaisseaur Histribution intravasculaire
devrait étre homogéne [Derdeyn1997 ; Andrews2003]leer présence constatée
uniquement dans le tissu cible. Ces caractérisigquemettent d’avoir une occlusion
optimale et un traitement efficace. Leur effet péue renforcé par d’autres propriétés
physigues et chimiques propres au matériau de bénles propriétés physiques et
leur constance dans le temps concernent la soepédsk porosité, et les propriétés
chimiques se rapportant au matériau, la natureotgmere et sa biocompatibilité avec
les cellules [Laurent1996 ; Khankan2004 ; De LUBZ0EN particulier, ces propriétés
existant en microsphéres Embospfiéee Hépasphéfesont soulignées dans I'Annexe
A (TableauA-3). Ces microsphéres possédant les caractéristigugsses pour une

occlusion permanente, elles ont été largemensééli dans cette these.

% Colloide : C’est une substance sous forme dedi&ou de gel qui contient en suspension des pkesicu
suffisamment petite pour que le mélange soit homegeée

“ Varicocéle : Dilatation des veines de testicules.

® Ethanol : Cet alcool, se révéle étre un agentrasd#it en dénaturant les protéines dans le saeg et
participant a la formation de thrombose vasculaire.
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Agents d’occlusion Caractéristiques Produits commaialisés
Sphériques Microsphéres (Embosph&es
Microsphéres expansibles
(Hépaspheérd
Particules Non sphériques PVA : Ultra Ival8nTrufill®,
Contouf®
Gélatine : Gelitd
Altérant la paroi vasculaire Colles cyanoacriliques
Histoacryf
Polymeére en solution EndovaSix
Fluides Agent sclérosant Ethibl8¢ Aetoxisclérof, Alcool
Huile iodée Lipioda?
Spires Coils en Platine : GICDCS’
Implants expansibles Coils en Tungsténe : MIS
Ballons Latex : Goldvalvé

Tableau3-1 : Agents d’occlusion vasculaire concernant Iestipules, les systémes mécaniques et les
fluides. [Chapot2000]

3.1.1 Propriétés physicochimiques des microparticules :

La majorité des microparticules utilisées dans Befisation sont des systémes
colloidaux hydrophiles. Elles peuvent étre conégtid’'un matériau capable de retenir
les molécules actives (molécules anticancéreusas)s@questration ou adsorpfion
Dans notre cas, nous les utilisons pour contenipraaluit de contraste. Celui-ci peut
modifier le signal de la particule, ce qui permeetsstinction du signal intermédiaire au
milieu environnant. Les matériaux enrobant utilismt des polyméres d'origine
naturelle ou synthétique, ou encore des lipides.

On peut distinguer (Figurg1) :

- Les systéemes matriciels (microsphéres) : dans ee leaparticule est
constituée d'un réseau polymérique ou lipidique tioon formant une
matrice dans laquelle se trouve dispersée ou disskespece qu’on
souhaite encapsuler.

- Les systemes réservoirs (microcapsules) : dansase la particule est
constituée d’'un ceceur liquide (plus ou moins visgyiew solide contenant

I'espece encapsulée, entouré d’une écorce solideatieriau enrobant.

® Adsorption : Phénoméne par lequel des solidesesisdlutions retiennent & leur surface des molécule
des ions en phase gazeuse ou liquide. Il a someripns les forces d’attraction intermoléculaines,
nature et d'intensité variées, qui sont responsatiéela cohésion des phases condensées, liquides ou
solides.
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Dans les deux cas, la molécule active encapsuléteapssi étre adsorbée a la surface de
la matrice (chapitre.4).

Les matériaux (polymeres et lipides) utilisés pobtenir ces structures sont
nombreux et variés [Labarre2001 ; Khankan2004 ; BEzerel1995; Chretien2004].
Nous pouvons distinguer :

- les polyméres d’origine naturelle : gélatine, adgende sodium, chitosane,
amidon

- les polymeres cellulosiques : ethylcellulose, hygipmopylcellulose...

- les polymeéeres de synthese : copolyméres acryligiemétacryliques,
polyoléfines, copolymeres  (acrylo-)vinyliques, pmdprolactone,
polyméres d’acides lactiques et glycoliques

- les huiles, lipides et cires minérales : huile dlette, corps gras solides,

glycérides, cires (d’abeille, de carnauba...), cimésérales

Microsphére Microcapsule

Matnce solide Membrane solide

Molécule active Coeur liquide ou solide
ou agent de contraste

Figure 3-1: Représentation schématique de microparticuldembolisation, microsphere et
microcapsule. D’apres [Guery2006]

3.1.2 Intéréts de la visualisation des microparticules ags IRM

La technique d’embolisation (que ce soit pour ndime utérin ou un carcinome
hépatocellulaire) se fait aujourd’hui sous fluomse. Celle-ci permet de voir d’'une
facon temporaire la vascularisation, I'agent ragfi@que étant ensuite emporté dans la
circulation systémique. Cependant, lorsqu’une imfgest embolisée, le flux s’arréte et
le produit radio-opaque ne peut plus circuler naeront ni en aval de I'embole. Ceci a
pour conseéquence directe de rendre invisible cbtenche d'artériole et donc
partiellement inconnue, I'anatomie du réseau vas®yl ce qui peut entrainer des
erreurs d’embolisation de quelques centimetres.pkis, la durée d’exposition du
patient aux radiations X durant la procédure d’elishtion est une considération a

prendre en compte. Elle est significative lors 'denbolisation des fiboromes utérins ou
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les irradiations peuvent provoquer linfertilité dd@vaires chez les jeunes femmes
[Lupattelli2004].

C’est la qu’apparait un avantage de la visualigaties microparticules p3RM
dans le réseau vasculaire durant et aprés emhofis&ile aide a éviter lirradiation du
patient aux rayons X. Elle permet aussi d’évaluéa slistribution des microparticules
dans ou hors la tumeur est homogéne et si les padioules ont parfaitement atteint
leur cible. Par ailleurs, la détectabilité des mparticules permet de déterminer leur
position (distale ou proximale) et leur densité sldm réseau vasculaire du volume
tumoral, ce qui a une importance pour la délivraticme dose suffisante de principe
actif (chimioembolisation des tumeurs hypervasisdas). En plus, la visibilité par
IRM de microparticules permet d’apprécier apres ersatitin la tenue de cette derniere
dans le temps. Le vaisseau embolisé a une cepasigon peut étre débouché par des
pulsations artérielles provoquant le déplacementnderoparticules plus en aval
[Dion1986], ou sous linfluence du drainage veineux

3.2 Détectabilité de microsphéres en gélatine de Triseay!l

3.2.1 Premiers essais de détectabilité : modeles ex vigbin vitro

Des microsphéres ont été fournies par la sociaiéfBiere Medical, S.A. (Roissy,
France). Elles sont de deux types, soit des mibkrgs chargées par deBIQ soit des
microsphéres non chargées (Embosphérmmmées microsphéres de contrdle. Les
deux types de microsphéres sont constitués d'wravépolymérique en Tris-acryl, ils
sont obtenus par polymérisation dans une solutiprease d’un monomere hydrophile
avec un agent réticuldntPour les microsphéres chargées parSeEO, les particules
d’'oxyde de Fer superparamagnétique sont compleages une solution monomere
hydrophile avant sa réticulation sous forme de bel.carboxydextran recouvrant les
particules d'oxyde de Fer place 8810 en suspension colloid&ldans le milieu. Les
microsphéeres marquées parSBIO sont chargées par 670 mg de Fe/l de la solution de
monomere. La dispersion de I'agent de contraste tesmicrosphéres est homogene.

A cet effet, les microsphéres de Tris-acryl ont woeleur orange. Par contre, les

" Agent réticulant : Agent qui peut coupler de ckaide polyméres entre elles.
8 Colloidale: Dispersion ou mélange dans un solliquide d’un soluté formé de particule dont laleil
est supérieure a celle des molécules.
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microsphéres de contrble sont transparentes ebieso[Laurent1996 ; Beaujeux1996].
La présence de particul&PlOdans les microsphéres est stable, elle est ganaatile
fabriquant aprés stérilisation de celles-ci a 12pé&@dant 20 minutes.

Les deux types de microsphéres (de controle etugas)] sont préparés selon
quatre calibres : 100-300, 300-500, 500-700, 700+9® dont nous avons étudié la
détectabilité souBRM [Jassar2008 a et b].
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ABSTRACT

Controlled fibroids and tumors embolization with magnetic
resonance imaging (MRI) remain challenging due to the absence
of effective detection with another imaging modality. The
objectives of this paper were to assess by 1.5T MRI the
detectability of superparamagnetic wwon oxide (SPIO) labelled
microspheres (LB*MSs) with the help of three models. Four size
ranges of LB*MSs were fursily injected into & ex wive sheep
kidneys or were secondly embedded i a hydrogel of a Petri dish
as different grouping. The feasibility of in vivo assessment was
thirdly determined in in vitro model according to LB*MSs size,
coils, FOV. and sequence. LB*MSs appeared as black spots in
MRI sheep Kidney images. different groupmg of LB*MSs
appeared as a single black spot 1n MRI mmages of Petr1 dishes. and
a positive visualization in in vive conditions. Our models
demonstrate the efficiency of LB*MSs assessment. in vitro and in
vive conditions, with MRI according to different sizes. Index
Terms: Magnetic resonance imaging, sequences. coils. spheres,
tumors.

INTRODUCTION

Embolization 1s the process of cutting off the blood flow to a
tumor, or in essence. starving it of oxvgen and the nutriments it
needs to exist, grows and metastasize [1].

Controlled embolization with MRI 15 an important mnovation
for fibroids and solid tumor trearment. Currently, angiography
only allows the visualisation of blood flow inside the vessels, but
particles used in the embolization procedure remain invisible and
induced cm range errors [1]. As a result, 1t 1s still a challenge to
verify if these particles are located at the right places inside
vessels.

Magnetic resonance (MR) detectable LB*MSs. with super-
SPIO, would allow a better control of emboli introduction after
embolization. Moreover, detectable particles will help doctors
evaluate the success of an embolization procedure by appreciating
the particles’ location nside or outside the tumor. homogeneous
or heterogeneous distribution in/around it and therr optimal
density per tumor volume.

The purpose of this works 1s to evaluate with MRI the
visualization of LB*MSs according to their MR signal. contrast,
appearance. shape, size and number. In addition, MR sequence
parameters and coil have studied whether they have any affect on
MR LB *MSs detectability. Three models—one ex vive and two in
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vitro—were developed for this purpose. Renal sheep vasculature
was used as an ex vive model for embolization with either four
ranges of Embosphere microspheres (EMs) or LB*MSs (100-300,
300-500, 500-700 and 700-900 pm). With MR imaging, this
model provides a wvisualisation of the different renal regions
covered by the different LB*MSs sizes. as well as their
distribution mside the renal arterial vasculature. The first in vitro
model evaluated the way in which LB*MSs appear in MRI
images, based on their size and grouping in a Petri dish. The
second 1n vitro model was designed to predict the in vive
feasibility to detect LB*MSs used as a vascular fibroid emboli.

MATERIALS AND METHODS
Trisacryl Microspheres Labelled by SPIO:

Hydrophilic Trisacryl co-polymer mucrospheres (MSs) coated
with porcine gelatine was loaded with homogenously distributed
SPIO (Dextran-Magnetite) particles, in order to exhibit a MR
signal different from that of non loaded MSs and that of the
biological medinm [2]. Non-resorbable Trisacrvl MSs, which
have a spherical shape. allow accurate grading and optimal
geometric distal vessel occlusion [3]. They are precisely
calibrated. micro-porous beads, inert, translucent and they have
demonstrated biocompatibility [4]. The suppleness of these MSs
prevents their aggregation of catheters [3].

Two groups of Trisacryl MSs were used in the study. Each
group contained four granulometric ranges: 100-300, 300-500,
500-700, and 700-900 um. One of the groups included calibrated
embosphere microsphere (EM)—Embosphere-Biosphere Medical
SA—used as a control; the other contained a prototype of
calibrated MS$ loaded with a contrast agent (Dextran-Magnetite) to
make MSs MR detectable

Renal Embolization Protocol

Renal vessels are represented as a network of arteries and veins.
Hierarchy in vessels, diameters and blood flow makes the kidney
a suitable model for embolization procedures. The particles’
specific gravity, small size, and smooth. round surface allow these
microspheres to reach more distally. to vessels with diameter
approximating their own. This produces a more complete and
permanent occlusion [6].

Four sheep were selected by a radiologist accordmg to their
weight, and each received one of the four granulometric ranges of
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LB*MSs in one kidney and a comparable size of EMs in the other.
Embolization was performed in the Center of Research in
Interventional Radiology (CR2I) and the French National Institute
for Agriculter Research (INRA. Joy-en-Josas. France). The
following day, the animals were sacrificed. Each pair of kidneys
was removed and conserved in a container with a 10%
formaldehvde solution. The containers were labelled according to
the size of the MS used in the embolization (100-300. 300-500,
500-700 and 700-900 wm, respectively).

Hardware

All 1maging was performed using a superconducting 1.5 Tesla
MR system (General Electric Medical System-EXCITE™ 11.0) in
the CIMA laboratory at the Compiegne University of Technology
(UTC-France). Four-clement phased array coils were used as
radiofrequency  receivers  (MACHNET-PACC-GS15  and
CARDIAC). These coils were chosen for their favorable signal-
to-noise ratio and their usefulness in determining the feasibility of
in vivo LB*MS detection with MRL

MR Sequences and Parameters
Ex vivo imaging

The imaging of each renal container was performed six weeks
after the sheep were sacrificed. Three-dimensional Fourier
transform  spoiled-gradient echo (3DFT SPGR) and two-
dimensional Fourter transform Fast spin echo (2DFT FSE-XL)
sequences were implemented separately for exploring the
embolized kidney.

3DFT SPGR is Tj-weighted (Tyw) and 2DFT FSE is T»-
weighted (T;w). Both weightings were used to determine which
one would be the most suitable for the detection of LB*MSs. All
images were acquired in the coronal and sagittal plane. with a
field of view (FOV) of 100 x 100 mm. The MACHNET coil was
centered on the different renal containers in order to obtain
maximum signal intensity.

The Tpw 3DFT SPGR sequence was acquired using a matrix
size of 256 % 256, a repetition time (TR) of 30 ms and an echo
time (TE) of 9 ms. A total of 28 slices with 1 mm thickness were
acquired for an acquisition time of 4.09 minutes.

Sagittal Tow 2DFT FSE-XL images was acquired using a
matrix size of 256 x 256, a TR of 3000 ms and a TE of 120 msec.
The voxel size was 0.4 x 0.4 x 2.0 mn’. The number of slices
was 13 with no intersection gap. The number of excitations (Nex)
was 3 and the echo train length (ETL) was 16. The total
acquisition time for this sequence was 2.30 minutes.

I vitro imaging

3DFT SPGR. 2DFT FSE and 3DFT Fiesta sequences were
implemented for in vitro Petri dish imaging. 3DFT Fiesta is To/T;-
weighted (T,/Tyw).

The 3DFT-Fiesta sequence was acquired using a short TR
value (7 msec). a mininmm TE (3 msec) and an axial image with
52 slices of 2 mm thickness. Two FOVs were used: 100 x 100
mm or 140 % 140 mm, depending on the experiences explained in
tollowing paragraphs. The flip angle was 45°, the matrix size was
256 x 256 and the Nex was 0.5. Slice zero fill processing (Zip),
which interpolates new slice locations in a 3D volume, was used
to increase through plane resolution and to reduce partial volume
artefact. The total acquisition time for this sequence was 317",
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Figure 1: a) T1 w ex vivo images of sheep lidneys. Black spots
appear in the medulla zone of the left kidney due to LB¥MS (white
arrows) with a 700-900 pn of size, whereas EMs are not seen in
the left ladney. b) T2 w image. LB*MSs and EMs don't appear on
right and left renal image.

Petri Dish Preparation and Imaging

The first in virre study was designed to determine the difference
between the apparent diameter in MRI and the real diameter of the
MSs, as well as to check the individualization of each MS in a
cluster. We created four matrices of consisting of different LB*MS
configurations (singlet. doublet. triplet and cluster) in each quarter
of a Petri dish of diameter = 85 mm. Different sizes of MSs (100-
300. 300-500, 500-700 and 700-900 pm. respectively) were used
in each quarter. The preparation of the Petri dish, was started with
a layer of a transparent gel (Biomerieux, ref41466) in order to
support each matrix of LB*MS. To form the matrix, a few ml of
LB*MS suspended in a physiological serum was filled in a syringe
and then dropped on the gel layer under microscope control
(Ellix® 5.2.2). All LB*MS matrices were then covered by a new
gel layer. As a result. the matrices of LB*MS remained fixed
between the two protective layers of gel. This preparation was
performed in the CR2I laboratory. where microscopic images of
the Petri dish were taken. MRI acquisition of the Petri dish was
done in the CIMA laboratory. using T/w and T2w sequences
previously described for the ex vive model, but with fewer slices
and a shorter acquisition time.

Petri Dish Imaging with In-vive Conditions

The purpose of this study was to verify the feasibility of LB*MS
detection with MRI m i vivo conditions. This study used one
Petri dish with diameter ~ 50 mm was prepared similarly to the
dishes used in the first in vitre study. (500-700pm) LB *MS range.
which is preferred to achieve fibroid devaseularisation [7]. was
embedded i a hydrogel of a Petri dish as different
distributions. To simulate in vive conditions, the Petri dish was
placed in the centre of a cylindrical bucket (diameter ~ 16 cm) in
order to provide distance between the coil and the microspheres.
A CARDIAC coil was used to obtain larger FOV (140 x 140
mm). similar in size to an in vive application. These results were
then compared to images obtained by placing the MACHNET coil
directly on the Petri dish (FOV 100 x 100 mm). The To/Tyw
3DFT Fiesta sequence previously deseribed was followed for both
approaches.

Image Analysis

Quantitative analysis of all MRI images was done in the CIMA
laboratory using an Advantage Windows (4.1- GE) workstation.
To assess the detection and distribution homogeneity of MSs

100



Détectabilité des matériels d’embolisation

101

20
@ /8 average of black
18 spots in Cortex
16 - = $/B average of black
14 spots In Medulla
I 8B average of black
12 4 spots in 2 parts
@
& 10 -
B
I
4 ]
2 |
o
a 100-300 300-500 500-700 700-900
MSs' sizes ym
0,7
@ Cortex region
0,6 B médulla region
12 regions
0,5
0,4 1
(5]
0,3
0,2 4
L I
0,0 T T T
b 100-300 300-500 500-700 T00-900
MSs' sizes um
18
@ @ biack spots black spots [ Black spots
g 14+ (cortex) renal (medulla) renal  (cortical i
g 12 periphery di periphery disfance periphery average
E ] distance
10
5 =
ke
q =
g
a
@& 4]
§ -
o
100-300 300-500 500-700 700-300

4 C MSs' sizes um
Figure 2 : a) Black spot signal to noise ratio and average valies

for all MS's sizes presented in renal cortex and medulla. b) Black
spot-parenchvina contrast and average values for all MS’s sizes
presented in renal cortex and medulla. ¢ Black sporrenal
periphery distance and average values for all MS's sizes
presented in renal cortex and medulla.

in the ex vive study. the SNR. contrast and distances of the
LB*MS, which appeared as black spots m Tpv-renal images, were
measured. Signal intensities (Sls) were determined with a
standard region-of-interest (ROI) measurement in the cortex and
medulla regions of the kidneys. Contrast between the black spots
and the renal parenchyma was caleulated as (SIpuenciyms — Sleped)/(
Slparencuyme) 10 assess the appearance of LB*MS in the medium.
Distance between the black spots and the renal periphery was
determined for each size of MS. As a result. the depth reached by
the MSs inside the renal vessels evaluates their distribution since
the size of the MSs corresponds to the diameter of the vessels.

The Petri dish study. in first in vifre model, compared the
dimensions of the LB*MS in the Tpr and the microscopic images.
In the Tjpw Petrn dish images, the dimensions of the black spots
(diameter for circular spots. length and width for irregularly
shaped spots) were determined. These values were compared to
the dimensions measured in the microscopic images using the
graphical software available on the PC at CR2IL Excel software
was used to caleulate the correlation between the microscopic and
T v images.

In the in vive simulation study. the feasibility of LB*MS

Figure 3 : Microscopic and MR images of a quadrant of a Petri
dish corresponding to a one size of LB*MS (300-700 an). a)
Microscopic 1mage, a matrix of LB*MS grouped as a singlet,
doublet, triplet and cluster (vellow round). b) T1 w image of a
quadrant of the Pemi dish. Black spots are i correspondace to
different LB*MS configurations.

detection with MRI was estimated by comparing the Ty/Tiw
images obtained with the MACHNET and CARDIAC coils.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present paper we have proposed three models that make it
possible to 1) estimate the detection and the distribution of the
LB*MS through an Ex vive analysis. 2) evaluate the appearance
and the magnification of the LB*MS obtained m the MR images
(in virre analysis) and 3) verify the possibility of MR detection of
LEB*MS via i vive approach.

Ex vivo

Fig 1 displays the images acquired from the kidneys of the sheep
used in this study. The Tpw images (3DFT SPGR) represent the
LB*MS as black spots (Fig.la-right). whereas in T images
(2DFT FSE) the LB*MS remain invisible (Fig. 1b-right). However.
control MSs do not appear in either Tyw or T,w images (Fig.1a
and b-left). This demonstrates that the 3DFT SPGR sequence 1s
suitable for MRI of the LB *MS with SPIO.

The use of the 3DFT acquisition gives a significant
advantage for clinical applications. As it uses very thin slices
with no slice gaps (contiguous slices), it ensures that no MSs are
missed during the scan. Slices can also be reformatted on a
workstation to produce images in any orientation. Furthermore.
3DFT scanning is important when a high resolution is required.

The effect of the LB*MS size on the SNR measurement in
the cortex and medulla regions shows a decrease in the SNR value
as the MS size increases (Fig. 2a). However. the contrast
measurement in the two regions shows an increase in the contrast
value between the black spots and the parenchyma as the MS size
inereases (Fig. 2b). As a result. m Ty-weighted images the
microspheres appear as dark spots.

The result of the distance measured between the black spots
and the renal periphery shows a decrease in the distance value as
the MS size increases (Fig. 2¢). This 15 a result of a decline mn
vessel diameter that is widespread at the periphery.

In vitro

The difference betwesen the apparent and real diameters of the
MSs (shown in the MRI and microscopic images, respectively) as
well as the individualization of each microsphere in a multiple
MSs, is shown in (Fig. 3a and b). For the individual MSs of all
sizes. the shape of the black spots is essentially circular. However
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proves the feasibility of inn vive detection of the LB*MS with MRIL
The 3DFT Fiesta sequence permits an increase in signal intensity
and a reduetion in acquisition time. This reduction can minimize

Figure 4 : Correlation betvween the apparent and real width (a)
and length (b) of singler LB*MS for all sizes.

MS Magnification R2 the motion artefact (respiratory).
giouping " Tength | Width | Length | Width | CONCLUSION
Doublet MS 1.3 1.6 0.7 0.5

LB*MS can be detected with MRI to provide an accurate
Triplet MS T 16 | 08 | 0.7 embolization of fibroids and solid tumors. Spatial resolution is
optimized according to the magnification factor of LB*MS in MR
images. LB*MS detection in in vive conditions with ultra fast MR
sequence is acceptable and will be useful in human application.

Table 1: Length and width Values of Black spots obrained from
MSs in Doublet and Triplet Grouping. The relationship benween

the apparent and real dimension qf MS in two groups is depicted
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3.2.2 Optimisation de la détectabilité des Microsphéres e Tris-acryl

Nous avons prouvé dans la secti@®R(1, results and discussioex vivg qu'il
serait possible de visualiser les microsphéeres né@sMSMR sousIRM. Elles sont
représentées sur les imag®M par des trous noirs de diamétres différents qui
dépendent a la fois de la taille et du nombre deme&rosphéeres, mais aussi de la
concentration du produit de contraste a l'intéri€du2.1, results and discussiom:
vitro).

A priori, on ne peut affirmer que les trous-images ontignas propre ou ne
représentent que du bruit de fond. Ne sachant seraér expérimentalement les effets
microscopiques, nous choisissons arbitrairemertodsidérer les trous-images comme
des régions dont l'intensité est faible, mais d@iriste, produite par les microspheres
marquées paBPIQ L'intensité mesurée résulte de I'effet occultdot SPIO sur les
microspheres qui le fixent, un peu comme des nupgesant masquer le soleil sans
provoquer une nuit noire. On mesure a l'aide deorégd’intérét le faible signal a

I'intérieur des ces trous-images, en supposantglue n’est pas un simple bruit.

La séquencéRM et la pondération de I'image ont aussi une infbeedirecte sur
la détectabilité des microspheres marquesSPIQ A cet égard, les tests effectués
montrent que ces microspheres sont visibles dangrniagesRM sous forme de trous
noirs en utilisant la séquen8® SPGR 7, par contre elles sont invisibles en utilisant la
séquenceD FSE T. En effet, en pondératioh, le parenchyme rénal et les trous noirs
ont des intensités faibles, par conséquent, lerastet trou-parenchyme rénal est
quasiment nul.

La détectabilité en routine clinique de§SMRIn vivo n’est pas encore realisée,
elles n'ont pas encore l'autorisation de mise sumbrché (AMM). Il s’agit ici d’'une
étude préalable pour vérifier la faisabilité derletsualisation sousRM dans des
conditions in vivo. Celles-ci peuvent avoir une influence sur le asigde ces
microsphéres. |l est donc nécessaire d'optimisesiplirs facteurs (le choix de la
séquence et de l'antenne, la distance entreViBMR et I'antenne, le nombre et le
calibre des microspheres, le type et la conceotralie 'agent de contraste dans les

microsphéeres) pour obtenir leur visualisation systiéque patRM.



Détectabilité des matériels d’embolisation 104

3.2.2.1 Premier facteur : choix de la séquence et de I'ambe

Il concerne le choix de la séquence et de l'antepmar la détectabilité des
MSMR Dans la section (3.2.1, Petri dish imaging withvivo imaging), nous avons
démontré la visualisation ddSMR dans des conditions vivo par I'utilisation de la
séquence d'écho de gradient ultra rapi@P Fiesta’ dont le temps d’acquisition est de
31 s. Le faible temps d’acquisition permet dangde d’une application clinique de
s’affranchir des artéfacts dus aux mouvements nasies ainsi que de demander au
patient de rester en apnée durant 'examen. Raus| cette séquence se caractérise par
un signal remarquable par rapport a d’autres ségsefchapitre.2, 2.1.2.3).

L’antenne utilisée durant ces acquisitions est antenne cardiaque de taille
moyenne. Celle-ci a démontré dans le chapitre @i(ge2.2) une détection optimale de
signalRMN au-dela de 4,5 cm en profondeur. A cet égarde @attenne peut répondre
au besoin clinique pour la détectabilité ddSMR dans le cas de I'embolisation
vasculaire de fiborome utérin. Par ailleurs, sa disien moyenne rend sa position sur le

patient confortable.

3.2.2.2 Deuxiéme facteur : optimisation selon le type d’'agele contraste

Nous étudions ici quels agents de contr&R€D possedent le meilleur effet sur le
signal une fois incorporés dans les microsphéere$rdeacryl. Dans la stratégie que
nous avons choisie, I'optimisation est réaliséesdaa conditionfn vitro etin vivo(non
clinique) avec une utilisation de champs de vuel@eet 14 cm et des antennes
différentes, carotide et cardiaque.

Nous avons appliqgué dans cette étude deux sequéRbEs3D SPGRet 3D
Fiesta avec lesquelles la détectabilité MESMR est possible. De cette fagon, nous
pouvons comparer l'effet des deux séquences smplitude du signal image des
microspheres marquées avec deux ageRt®©différents.

a) Matériels et méthodes
La procédure du marquage des microspheres de drgb4par des agents de
contraste de typ8&PIO et la préparation de leur support ont été faitmsl@quipe du
CR2l En revanche, nous avons réalisé I'étude de kctiilité.

e Préparation des microspheres incluses en boiteélg P

Matériels:
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Une boite de Pétri de diamétre 5 cm et d’épaisdeut,2 a 1,5 cm contient un

milieu aqueux avec 10% de gélatine.

Nous utilisons deux échantillons de microspheresquées chacune avec un

agent de contraste différent :
- Type 1
FM03.032.0.2E)

- Type 2
FM03.032.0.2R)

MSMR-Endorefh (MSMR-E), 500-700um (ref 2E600, lot

MSMR-Resovi§t (MSMR-R), 500-700um (ref 2R600, lot

Le Tableau3-2 illustre la différence entre les propriétés desx agents de contraste.

Un seul calibre de misrocphéres de Tris-acryl dsisé& dans cette étude, le

500-700 um, car c’est celui préféré en clinique par les obdjues. Dans le cas de

fiboromes, il permet d’emboliser sélectivement leer@s utérines sans atteindre les

artéres ovairiennes [Pelage1999].

Endorem”® Resovisf’
Nom générique du composant Ferumoxides Ferucarbotran
Nom abrégé Ami-25 SHU 555A
Fabricant Guerbet S.A. Schering AG
Noyau (Fe&O3)m (FeO), Fe0; + FeO,

Effet de contraste

T,, rehaussement négative

2 @ Ty, rehaussement négative

Agent de
contraste
dans l'eau a

37°C 3T

1,5T

r = 4,7 (4,45,0)
r, = 41 (39-43)
r=4,1(3,844)
r, = 93 (87-99)

r=8,7(8,29,2)
r, = 61 (54-68)

r = 4,6 (4,34,9)
r, = 143 (132154)

Agent de
contraste
dans le
plasma a
37°C

Relaxivités
(mmol™.l.sect)

15T

3T

r = 4,5 (4,24,8)
r, = 33 (3135)
=27 (2,52,9)
r, = 45 (42-48)

r=74(7,67.8)
r, = 95 (86-104)
r = 3,3 (3,13,5)
r, = 160 (146180)

Agent de contraste

dans le sang a
37°C;By: 1,5T

r =70 (6,67,4)
r,= 66 (6171)

r.= 8,0 (7,58,5)
r,= 77 (7£83)

Osmolalité
[Fe]
Taille

Substance de revétement des
particules SPIO

340 mosm/kg KD
11,2 mg Fe/ml

80 a 150 nm

Dextran

333 mosm/kg kD

0,5 mol Fell

Diamétre hydrodynamique : 62
nm

Carboxydextran

Tableau 3-2 : Propriétés de chacun des deux agents de csietreEndorefh et Resovi§t D’aprés

[Wang2001] et [Rohrer2004]
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Préparation du milieu

- 20 ml d’eau distillée sont portés a ébullition.

- 2 mg de poudre de gélatine (Gelatin Type A fromcP8kin, [9000-70-8]
EEC N° 232-554-6, Sigma, ref G-2500, 5009, lot 568{l) sont pesés.

- la gélatine est ajoutée progressivement a I'eatilléés chaude sous
agitation manuelle (gélatine 10% g/g).

- deux boites de Pétri sont remplies a moitié delatige.

- la gélatine est laissée a refroidir pendant 1 heure

Répartition dedMSMR

- lesMSMRsont déposées sur la gélatine selon six organisatessemblant

a celles qui existent dans un réseau vasculairbléda 3-3) : singlet,
doublet, triplet, quadruplet, amas ou file indienne

- on place sur une boite IBSSMRde type 1, et sur I'autre I&dSMRde type
2.

- on prépare 20 ml de gélatine 10% comme décrit pefoénent.

- une deuxieme couche de gélatine est coulée suehaigre couche et sur
lesMSMR

Le chargement de la solution de Tris-acryl est &&i¢c la méme concentration
pour les deux agents de contraste : 60 ml/l sglute® qui équivaut a 672 mg Fer/l
solution. Le Fer a été dosé apres fabrication érilisation des microsphéres (c'est-a-
dire celles qui sont dans les boites). La conceatrale Fer dans les microsphéres est a
peu pres égale pour les deux agents de contra®f® mg/l de microsphéres pour
Resovist, 270 mg/l pour Endorefn Pour rappel, les microsphéres sont composées a
90% d'eau en poids, ce qui permet d’espérer voisignal IRM proton propre a ces

édifices.
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Boite 1 Boite 2

Microsphéres marquées aveEndorem® Microsphéres marquées adedResovisf

Tableau3-3 : Représentation graphique, a partir d’'une phgrphie, de la répartition des microsphéres
marquées avec 'Endoréhet le Resovi§tdans les boites de Pétri de diamétre 5 cm et @épar 1,5
cm. [CR2l]

¢ Imagerie IRM

Acquisitionin vitro :

L’ IRM des deux boites de Pétri est effectuée par uneiamag 1,5 teslas. Toutes
les imagedRM obtenues par l'intermédiaire de I'antenne carosdat dans le plan
coronal.

La séquenc8D SPGRutilisée a unTR/TE: 30/7 ms, un angle : 45°, unFOV:
100 x 100 mmz, une matrice : 160 x 160, une baadegnt8W: 1,63 kHz efNex: 1.
Les coupes obtenues dont I'épaisseur est de 1 nminasipacentes. 40 images sont
acquises des deux boites placées I'une au desauisel’ La procédure entiere est
accomplie en 3'35".

La séquence8D Fiesta se caractérise pafR: 5,08 ms, deux valeurs dEE
différentes : 1,67 ms (min) et 2,8 ms (minfull), amgle 45° (> 30°), uROV 100 x 100
mm?2, une matrice : 160 x 160, uB&®V: 31,25 kHz et uMNex: 1. 40 coupes glissantes
(Zip 2) sont obtenues dont I'épaisseur de chacwste2emm. La durée totale de

I'acquisition est d’environ 19” ou 24”.

Simulation d’une situation correspondant a unigasvo:

Les mémes séquences avec les mémes parametresuyuetitisésin vitro sont
appliguées dans la simulation d’'une situation géoqé correspondant a un cas
vivo. Cette fois-ci, €OV est de dimension 140 x 140 mm? et I'antenne adlisst une
antenne cardiaque (réseau phase, 4 canaux). Lesetiguents antérieur et postérieur
de I'antenne sont diamétralement opposés sur upigat cylindrique. Les boites de
Pétri sont mises dans une autre boite plus grardplie par I'eau pour mieux charger
'antenne cardiaque. L’ensemble est placé au mitieurécipient cylindrique dont le

diameétre est de 16 cm.
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Quantification du rapport signal sur bruit et dunitaste gélatine-trous sur les

images RM des deux types de microsphéres marquées

Nous mesurons a l'aide des régions d’intérét lbléasignal a l'intérieur des
trous-images. Nous calculons la moyenne des sigdasixrous qu’on arrive a visualiser
dans les imageRM. L’écart-type du bruit est mesuré au fond de chacdes deux
imagesRM des boites de Pétri correspondant aux MSMR-Endbremaux MSMR-
Resovist. En faisant le rapport des valeurs du signal awdleur de I'écart-type du

bruit, nous déterminons le rapp&B

Le contraste gélatine-trous est déterminé par cetepression :

“gélatine_ p‘ trou

Contrast¢ gélatine / trur
“gélatine+ “ trou

Mgslatne €t Hwou SONt les moyennes des

intensités correspondant a la gélatine et aux {roages pour deMSMR-Endoren?
ou des MSMR-Resovi&t

b) Résultats

Les imaged; de la Figure¥-2 représentent lddSMRpar des trous noirs quelque
soit le type du produit de contraste a lintérie@omme déja démontré dans la
publication [Jassar2008 a], on n'observe pas um itrtage par microsphere. Les deux
types deSPIOont un effet identique sur la forme des trous.cOnstate, a I'ceil nu, que
la forme peut étre circulaire ou elliptique pous lmicrosphéres en singlet, doublet,
triplet et quadruplet, mais elle est déformée dansas ou les microspheres sont en
amas ou file indienne. La méme observation a déjaémontrée dans la publication ci-
dessus avec un diametre des trous image 2,5 fpérisur a celui des microspheres
isolées et 1,6 fois supérieur au diamétre des wstr@res en doublet, triplet et
quadruplet.

Le nombre de trous qui apparait sur les imagesbtenues par I'antenne carotide
et cardiaque est le méme, il est indépendant del dgmicrosphéres et des conditions
de l'acquisition.

lugélatine = Hirou

lugélatine+ Hirou

Le contrasteC = entre la gélatine et les trous correspondant aux

MSMR-E et MSMR-Rétectées par la séquerBie SPGRet I'antenne carotide (Figure

32, aeth) est égal a 0,48 et 0,54. Celles qui détectées par la méme séquence mais
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en utilisant 'antenne cardiaque (Fig#2, c et d) possedent un contraste gélatine-trous
équivalent a 0,42 et 0,47.

Les rapportsS/B correspondant auMSMR-Eet MSMR-Rdétectées par I'antenne
carotide sont égaux a 10 et 9 respectivementoiis &yaux a 6 et 5 pour celles qui sont

détectées par I'antenne cardiaque.

AMSMR-Endorem® MSMR-Resovist® MSMR-Endorem® MSMR-Resovist®

Antenne carotide Antenne cardiaque

Figure 3-2 : Images T des boites de Pétri obtenues par la séquence 3BRSR’anneau périphérique
observé autour les boites de Pétri dans les imagetsd correspond a un cylindre d’eau dans leqesl ¢
boites ont été plongées pour mieux charger I'antenardiaque. La non uniformité du signal de la
gélatine est liée a la position des boites de Retrirapport a chacune des deux antennes surfasique

Les imagesT,/T; de la Figure33 représentent également les deux types de

microspheres par des trous noirs. Ces images daggdlles sont effectuées les mesures
du rapportS/B et du contraste sont obtenues par la séqu8bBc€&iestadont TE est
“min” (1,67 ms) et I'anglex est 45°. Le rapporE/B des trous correspondant aux
MSMR-Edétectées par I'antenne carotide est environ BI€33, a). Il est égal a 47
pour lesMSMR-Rdétectées par la méme antenne (FighBe b). Le contraste gélatine-
trous pour les deux types de microsphé&st£gal a 0,10 et 0,32.

Cet ensemble de mesure n'a pas été effectué siméegesT,/T; obtenues avec
'antenne cardiaque a cause des artéfacts qui aippant clairement sur l'image
correspondant auMSMR-E(Figure 33, c).

MSMR-Endorem® MSMR-Resovist® MSMR-Endorem® MSMR-Resovist®

Antenne carotide Antenne cardiaque

Figure 3-3 : Images 7T, des boites de Pétri obtenues par la séquence 8Bt&de TE 1.67 nisnin” et
d’'un anglea 45°.
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Les mesures du rappo8/B et du contraste gélatine-trous accomplies sur les
images obtenues avec I'antentarotideet la séquenc8D Fiesta(Figure 34) deTE
minfull (2,8 ms) et d’anglex® 45°, montrent aussi une différence entre les valeu
mesurées des deux types de microspheres. PouM3#4R-E le rapportS/B et le
contraste obtenus ont les valeurs de 59 et 0,Gul&3-4, a). En revanche, ils ont les
valeurs d’environ 47 et 0,57 pour IBSSMR-R(Figure 34, b). Ces mesures ne sont pas
effectuées dans les images obtenues avec l'antesmigaque a cause des artéfacts
(Figure 34, c).

Le Tableau34 récapitule les résultats du rapp8vB et du contraste gélatine-
trous obtenus sur les imag&M des boites de Pétri. Elles correspondentM8MR-E

et auxMSMR-Rdétectées par des séquences et antennes multiples.

MSMR-Endorem® MSMR-Resovist® MSMR-Endorem?® MSMR-Resovist®

Antenne carotide Antenne cardiague

Figure 3-4 : Images 7T, des boites de Pétri obtenues par le 3D FiestaE&,8 ms‘minfull” et d'un
anglea 45°.

Condition , S/B Contraste gélatine-trous
, i Sequence
d'acquisition MSMR-E MSMR-R MSMR-E MSMR-R
3D SPGR 10 9 0,48 0,54
3D Fiesta
In vitro TE : min,a : 45° 66 47 0.1 0,32
3D Fiesta
TE : minfull, « ; 45° 99 47 0,17 0,57
Apprpche in 3D SPGR 5 5 0.42 0.47
vivo

Tableau3-4 : Valeurs du rapport S/B et du contraste gélatirous correspondant aux MSMR-E et aux
MSMR-R. Ces microspheres sont détectées par deyersges, 3D SPGR et 3D Fiesta dans deux
conditions d’'acquisition différentes, in vitro etvivo.

c) Discussion
Les techniques tRM améliorées paSPIQ y compris les séquencésSE et

FGRE sont largement utilisées dans la détection ngasive des tumeurs hépatiques
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[Kim2002 ; Fretz1990]. Par contre, ces techniquest £ncore peu utilisées pour
détecter des agenBPIO de types différents emprisonnés dans des micnm@Ese
d’hydrogel, comme le Tris-acryl.

Le contraste entre la gélatine et les microspheér@sjuées est un moyen efficace
pour déterminer la performance de la séquenceagpgort au type d$PIO utilisé. La
valeur de contraste peut étre corrélée a la lird@edétectabilité des microspheres.
Lorsque le contraste est important, il peut étrpl@e pour diminuer le seuil des

microsphéres détectées selon la taille.

Quelgque soit la séquenti@M utilisée3D SPGRou 3D Fiestaou les conditions

d’acquisitionin vivo ouin vitro, le S/BdesMSMR-Eest toujours supérieur a celui des

MSMR-R Le contrasteC = - géatine” ou

gélatine-trous est donc, au contraire, plus
Hgeiatine™ H trou

important pour les MSMR-ResoVfstce qui est vérifié Tableag4. Avec la séquence

Fiestade TE “min”, on remarque que la valeur du contraste gélatiBéR-R est de

68% supérieure a celle de l'autre type de microsphat soit 70% avec la séquerdia

Fiestade TE “minfull >, mais cet écart est moins significatif avec laustgeSPGR

soit11%.

Les meilleures valeurs du contraste gélatine-tahisnues pour |e€8ISMR-Rpar
rapport & celles pour lddSMR-Eindiquent que les particules de ResdVisont plus
efficaces que celles de 'Endor@ren rehaussement du contraste. Ainsi, les parsicule
de Resovit seraient plus exploitables que celles de 'EndSr@mur qu’elles soient

incorporées dans les microsphéres de Tris-acryl.

D’aprés le Tableaw4, on observe que les valeurs du contraste gélaiius
pour les deux types de microspheres marquées ahmtaegefonction de la séquence
utilisée.

La valeur du contraste gélatine/MSMR-E avec la edgae3D Fiestade TE
“minfull > est inférieure a celle avec la séqueBPeSPGR elle est de 64%. Elle est de
80% entre les deux séquenéésstadeTE “min” et SPGR
Cet écart entre les valeurs du contraste est nsaingficatif pour les gélatine/MSMR-R
que pour les gélatine/MSMR-E. La valeur du coné&ragélatine/MSMR-R avec la

séquenc&D Fiestade TE “min” est inférieure a celle avec la séqueBPeSPGR soit
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41% En revanche, cette valeur avec la séquediReFiesta de TE“minfull > est
supérieure a celle avec la séqueBPeSPGR soit 5%.

On déduit que la séquen8P SPGRutilisée dans la détectabilité de microspheres
marquées avec d&I0est plus performante que celP Fiesta

D’aprés les images des boites de Pétri, on remayaeideur qualité change d’'une
séquence a une autre. Avec la séqua&it&SPGR les imaged; sont de bonne qualité
(Figure 3-2). Il est possible de déterminer facilement s8 tnages la dimension des
trous quelque soit le type de microspheres etdiame exploitée pendant I'acquisition.
En revanche, avec la séqueri2 Fiestag la qualité des images est détériorée par des
artéfacts. Ceux-ci sont considérables sur les imade MSMR-E obtenues avec
'antenne cardiaque. Les trous sur ces images ne s assez visibles, une petite
amélioration de la qualité des images est att@ntehangeantE, du“min” (1,67 ms)

au “minfull ” (2,8 ms).
3.2.2.3 Troisieme facteur : optimisation des acquisitions

Les images pondérées &pnont démontré un bon contraste entre MSMR la
gélatine et le parenchyme rénal sans avoir defaet$é(section8.2.1 et3.2.2.2). Elles
sont obtenues en un temps d’acquisition un peu, langc la séquencgD SPGR-T.
Une acquisition rapide avec une séquence pondérde est alors un enjeu pour les

perspectives de la détectabilité de microsphémnesmont clinique

L’'optimisation des acquisitions dans cette sectenfait en deux étapes: la
premiere étape consiste a raccourcir le temps disitign de la séquenc8PGR
jusqu’a 2'44” (Tableau35) sans détériorer la qualité de I'image. La dema étape
consiste a utiliser d’autres séquendBd1 de pondération équivalente a cell@d
SPGR mais avec des parametres différents. A cet égamds avons choisi une
séquence par famille de spin écho et d’écho deigrad_a séquences principad®
SPGRavec leurs équivalentes en pondération sont ag@g|sur des reins de porc, les
images obtenues sont mises en comparaison erggeadih d’évaluer leur qualité. Les
séquences équivalentes en pondérafipa la séquencBPGRsont,2D FSEet 2D IR
Prep FGRE(inversion recovery preparation fast gradient echa) détermination de
parametres optimaux de ces séquences sera détlailiéanatériels et méthodes.

La séquencé2D IR Prep FGRE est utilisée avec un temps d’inversion (TI) pour

éliminer la magnétisation longitudinale de l'un désux tissus et pour obtenir un
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contraste fiable el;. Elle n'utilise qu'une seule inversion pour I'endde de la
séquence (Tl n'est pas répété a chaque TR) etesapst de I'ordre de 15 s, reste court
[Abd-almajeed2005].

Le calibre desMSMR choisi dans cette étude est inférieur a celuisétijpour
I'embolisation vasculaire des fibromes utérins. prmet alors aux microspheres
d’atteindre en plus les petits vaisseaux en avasi d met I'imageur a 1,5T en défi

avec la détectabilité de ce genre de micropartcule

a) Matériels et méthodes

¢ Reins de porcs

Deux reins de porc, droit et gauche, ont été emmésla l'institut national de la
Recherche Agronomique (INRIA) (Figur@5). Ensuite, I'animal a été sacrifié pour
prélever ces deux reins qui ont ensuite subi uméusion directe dans un pot en
plastique (H : &% @ : 11 cm) contenant de la gélatine porcine a 5%232-554-6 [900-
70-80]-G-2500, Lot 56H0130) mélangé avec le foradl0% (1 04003 5000 — Merck)
pour conserver le contenu.

Un seul calibre dMSMRest utilisé dans la procédure d’embolisation,-BlD
um pour deux quantités différentes : 0.1 mIMEMR dilué dans 5 ml d’'un produit
opague aux rayons X a été utilisé pour le rein gauen revanche 0,05 ml #SMR
dilué dans le méme volume du produit de contragt&autilisé pour le rein droit. Ce
type de microsphére est marqué seulement par evRés

Figure 3-5: Photographie des reins de porc contenant d&MR de calibre 106800 um. Les reins
gauche et droite ont été embolisés avec 0,1 mbétdl de MSMR, respectivement. [CR2I-INRIA]

¢ Séquences IRM
Le Tableau3-5 représente les trois séquendBd] utilisées dans cette étude
d’optimisation des acquisitions sur un modekevivQ comme les reins de porcs. Nous

respectons les parameétres satisfaisant les comslititacquisitionin vivo, comme un
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FOV de dimension 12 ou 14 cm et une antenne cardia@aates les images

correspondant a ces séquences sont obtenues gdas tke coupe coronal.

Les démarches d’optimisation des acquisitions é&veéquenceD IR Prep FGRE
consistent a diminuer le temps de répétifiétafin de raccourcir le temps d’acquisition
sans trop détériorer le signal image. Ceci pouétat compensé par un champ de vue et
un volume dont les dimensions et I'épaisseur satides parametres d’acquisition dans
des condition# vivo, c’est-a-dire urFOV large et un volume d’épaisseur important.

Les démarches d'optimisation des acquisitions deeséquence2D IR Prep
FGRE consistent & modifier la bande passante, I'anglet introduire le temps
d’inversion Tl qui sont les parametres de contréle du signal petie séquence. Nous
déterminons les rapports signal sur b&f@Bdans les trous et dans le parenchyme rénal
en fonction de chaque parametre modifié. L'écarkimal entre les signaux mesurés
pour le parenchyme rénal et les trous détermingpégametres optimaux pour cette
séquence.

Nous nous contentons par les tests de la séquaDcESE sans modifier les
parametres d’acquisitions aboutissant & une potiolergy. En effet, cette séquence est
plus rapide que cell@D SPGR

La qualité des images pour deux pondérations ékpmies est évaluée selon la
netteté de I'image sans avoir des artéfacts, kectsilité des microspheres de taille 100
um dans la région corticale périphérique de reinslesivaisseaux sont fins et le

contraste parenchyme rénal-trous.
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Tableau 3-5 : Parameétres des séquences IRM utilisées dansadquisitions ex vivo et satisfaisant les

conditions d’acquisition in vivo.
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b) Résultats et discussion

Le Tableau36 permet de comparer les imadg®el T; des reins de porc acquises
avant et aprés optimisation des parameétres dejleesée3D SPGR L’optimisation des
parametres d’acquisition concerne : la diminutionteimps de répétitiomR de 30 ms
jusqu'a 25 ms, l'augmentation de la taille du chasepvue du 12 cm jusqu’a 14 cm
pour une matrice de 160160 pixels et un volume exploré d’'une épaisseum8s, et
I'acquisition avec une antenne cardiaque. Avececetbdification des parameétres qui
nous a permit de raccourcir le temps d’acquisiierBminl16s jusqu’a 2min44sec, nous
arrivons quand méme a distinguer quasiment les méroas dans les mémes images

des reins avant que les parametres de la séqueiroe gptimises.

Séquence 3D SPGR T

Avant optimisation Aprés optimisation
FOV : 12 cm, temps : 3min16s FOV : 14 cm, temps 2min44s

Tableau3-6 : Images RM T1 des reins de porc obtenues aveéduence 3D SPGR avant (a gauche) et
aprés (a droite) optimisation des parameétres d’asigion : a gauche, le temps d’acquisition est 3bais.
A droite, il est 2min44s.

La Figure3-6 illustre la variation du rappo8/B déterminé en fonction du temps
d’inversion Tl et de l'angle de bascule dans les imageBRM du parenchyme rénal
acquises avec la séqueriie IR-prep FGRE T Ce rapport n’a pas été déterminé pour
les trous qui sont un peu visible dans les imd&s(Tableau3-7). Nous remarquons
gue le rappors/B est maximal pour un angéede 40° et un tempsl de 931, 1031 et
5031 ms.

En utilisant la séquenc2D FSE XL T, les trous et I'anatomie rénale sont
complétement invisibles (Tableakir).
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Figure 3-6 : Représentation du S/B du parenchyme rénabantibn de I'angle de bascule et le temps
d’inversion Tl d'une séquence IR-prep FGRE.

Séquences IRM

3D SPGR 2D FSE 2D IR-prep FGRE

1602, Tl : 1031 msy : 40°, BW :
1922, temps d’acquisition : 37s 15,63 kHz; temps d’acquisition :
12s

1602,a : 45°, BW : 15,63 kHz,
temps d’acquisition : 2min44s

Tableau3-7 : Images des reins de porc pondérées get bbtenues avec 3 séquences 3D SPGR, 2D FSE
et 2D IR-prep FGRE. Les trous correspondant aux MRRSapparaissent clairement sur les images
acquises avec la séquence 3D SPGR et faiblementBes obtenues avec le 2D IR-prep FGRE.

Le fait que les modes d’acquisitions ne sont pasriémes entre ESE IR-prep

FGE T; d'un cété (2D) et ISPGRd’autre cété (3D), il est alors difficile de comea

les images acquises. Le signal dépend du volummate 3D et de I'épaisseur de la
coupe en modaD. En 3D, on n'utilise plus le gradient de sélectittncoupe comme en
2D, par conséquent, tout le volume est excité pamatiofréquence, et le signal regu
sera plus important qu’en 2D. Pour l'instant, lguence3D SPGR Ta démontré une
bonne performance pour les acquisiti@xsvivoavec un contraste acceptable entre le
parenchyme rénal et I8ddSMRet elle conduit a des images de bonne qualitésher
encore le probleme du temps d’acquisition pourecedquence. Cependant, nous avons

pu atteindre un temps de 2min44sec avec un imageérant a 1,5T en conservant
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toujours un bon rappo8/B Il est possible de réduire ce temps d’acquisisans perdre
du signal en passant a une machine a 3T.

3.2.2.4 Quatrieme facteur : Effet de l'intensité du champBur le SPIO

L'intensité By de I'imageur a aussi un effet sur 'amélioratianabntraste entre le
milieu et les trous correspondant aMSMR Si on augmente la valeur du champ
magnétique, on améliore le rapport signal sur brdé facon pratiqguement
proportionnelle, et les temps de relaxafigraugmentent.

A cet égard, pour des acquisitions ddSMR dans des boites de Pétri avec un
imageur a 3T, nous étudions le contraste gélatmest pour deux groupes de
microsphéres en Tris-acryl contenant respectivensux produits de contraste
(3.2.2.2), comme leMSMR-Eet lesMSMR-R Ainsi, des acquisitions par le méme
imageur sont réalisées ensuite sur les reins de gmur évaluer le nouveau contraste
parenchyme rénal-trous.

L’effet de la valeur du chamiB, sur 'augmentation du rapport signal sur bruit est
alors déterminé par comparaison des mesures sumegss obtenues sur ulM a 3T
avec celles sur un&M a 15T, pour les mémes séquences d’acquisitions.

Cette étude concerne des acquisitiomssitro, ce qui demande l'utilisation de

I'antenne surfacique carotide.

a) Matériels et Méthodes

e Boites de Pétri

Les boites de Pétri mentionnées dans la se@i@x2(2) sont de nouveau utilisées
dans cette étude. Il s’agit des microsphéres de typMSMR-Endorenfi” et type 2
“MSMR-Resovist ” de calibre 506700 pm.

* Reins de porc
Les reins de porc évoqués dans la sectBon.2.3) sont de nouveau utilisés dans
cette section. Il s'agit dddSMRde taille 206300 um.

e Séquence IRM
L'IRM a 3T utilisée dans cette étude est de typE€E Signa HDx 3.0T.
L’antenne carotide compatible avec cet imageudest canaux en réseau phasé.
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Acquisition sur des boites de Pétri

Nous appliquons la séqueng® SPGRiont les parameétres sont représentés par le
Tableau3-8.

3D SPGR T, — oblique/axial Aenne : carotide
Epaisseur
TR TE a° POV \atrice de coupes Nombre — BW phaseFOV  Nex
(ms)  (ms) (cm) coupes (kHz)
(mm)
30 5 45° 10 16b 1 40 15,63 1 1

Temps d’acquisition : 3min35s

Tableau3-8 : Paramétres de la séquence 3D SPGR utilisées des imageurs a 1,5 et 3T sur des boites
de Pétri pour la détectabilité des MSMR in vitro.

Acquisition sur des reins de porc

La séquenc8D SPGRest utilisée sur les imageurs a 1,5 et 3T ponordgerie des
reins de porc. Les paramétres de cette séquenteepnésentés par le Table&®. La
définition numérique a été augmentée afin de magigcter ledISMR ce qui a imposé

un temps d’acquisition un peu long.

Parametre
Ep. de
. TRITE o BW FOV °de .
Séquence (ms) o (kHz)  (cm) c(?#r%c)es coupes Matrice Nex phaseFOV Temps
30/5 45° 15,63 14 0,7 46 2562 1 0,75 452"
3D SPGR
30/12 45° 15,6 14 0,7 46 5122 1 0,75 10'18”

Tableau3-9 : Parameétres de la séquence 3D SPGR utilisés des imageurs a 1,5 et 3 T sur des reins
de porcs pour la détectabilité des MSMR.

3.2.2.5 Résultats

a) Acquisition sur des boites de Pétri
Le Tableau310 illustrent les images pondéréesTande deux types dMSMR

acquises sur deux imageurs a 1,5T et 3T.

Nous représentons par le Tablehlil les mesures du rapp&itBet du contraste

_ lugélatine - lutrou
lugélatine + lutrou

C gélatine-trous correspondant aux MSMR-E et aux MSRIR

° phaseFOV : Réduction de la dimension du champueetkun pourcentage qu’on peut choisir suivant la
direction de codage en phase
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Bo

Condition Type de

Acquisition ~ microsphére 15T 3T

MSMR-
Endorem

In vitro

MSMR-
Resovist

Tableau3-10 : Images Tdes microsphéres de types : (a) MSMR-End8rentb) MSMR-ResovistElles
sont obtenues avec la séquence 3D SPGR sur degeumsaa 1,5 et 3T dans des conditions in vitro
(antenne carotide).

Condition Signal sur bruit des trous et Contraste gélatine-tous
d’acquisition Bo
S/B MSMR-E  C gellMSMR-E  S/B MSMR-R C MSMR-R/gel
In vitro 1,5T 9 0,54 8 0,58
(antenne carotide) 37 17 0,48 15 0,63

Tableau3-11 : Valeurs de S/B des trous et de contrastetigélarous pour des microsphéres marquées
avec I'Endoreffi (MSMR-E) et des microsphéres marquées avec levREE@MSMR-R). Ces valeurs
correspondent aux images acquises avec le 3D SB@Rjeux imageurs a 1,5T et 3T, in vitro avec
I'antenne carotide.

b) Acquisitions sur des reins de porc

Le Tableau3-12 représente les images pondéréek,; ates reins de porcs qui sont
respectivement acquises sur deux imageurs a 1,3T,eavec la séquen@D SPGR
pour deux définitions numériques différentes, 2863122,

Etant donné que le nombre des microspheres darsodé&scence vasculaire
rénale est important, nous ne faisons pas des etedgs/Bni de contraste parenchyme
rénal-trous. Des mesures proches sont démontréssaaublication ci-dessus sur des
reins de brebis, uniqguement sur un imageur a EBTrevanche, nous nous contentons
par la représentation qualitative des images des @tenues avec la séquergie

SPGRde pondératiofi; et sur des imageurs cliniques opérant a 1,5 etlad.
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Bo

Séquence et parametre 1,5T 3T

3D SPGR

Matrice: 256x 256, épaisseur def
coupes : 1 mm, FOV: 10 cm

3D SPGR

Matrice: 512x 512, épaisseur de E:
coupes : 0,7 mm, FOV: 14 cm

Tableau3-12 : Images des reins de porc ex vivo acquisedgpséquence 3D SPGR Jur deux imageurs
a 1,5T (a gauche) et 3T (a droite). A 1,5T : émsge coupes 1 mm et FOV : 10 cm. A 3T : épaisseur
de coupes 0,7 mm et FOV : 14 cm.

3.2.2.6 Discussion

D’aprés le Tablea#-11, on remarque que le passage d’'un imageur dedl
autre plus intense de 3T a légerement diminué feraste gélatine-trous, sauf pour
I'acquisition des microsphéres marquées par le R&tSo Cependant, le rappo®/Best
nettement rehausseé et la résolution spatiale @witteouver améliorée.

Au contraire des résultaia vitro, l'influence de I'augmentation dB, sur les
reins de porc préserve, voire accentue un bon astetpparenchyme rénal-trous. Nous
observons davantage de trous visibles dans lacmtieale des reins (périphérie), ou le
diamétre des vaisseaux est faible, par rapportradgemn médullaire (centrale), ou ils
sont larges. L'augmentation de la résolution spmtiea pas trop affecté le contraste
parenchyme rénal-trous avec des acquisitions ésglisur un imageur a 3T. Avec le
haut chamBy, le parenchyme rénal et I'arborescence vascusaing plus visibles que
dans un champ de 1,5T. En plus, les microspheregptcs détectables.
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3.3 Détectabilité des Hépasphéres

Les Hépasphéresou SAP-MS‘ Superabsorbant Polymer Microsphetesnt des
agents d’occlusion vasculaire permanents, de faphérique [Horil996], développées
par Dr. Shinichi Hori en 1996 et fabriquées parspiére Medical. Ces particules non
biodégradables et non toxiques sont constituéesrydde de sodium et d'un
copolyméré® d'alcool vinylique. Les Hépaphéresxistent, & I'origine état se@, sous
forme de grain de poudre de calibre bien définujg2002]. Elles gonflent en quelques
minutes par absorption du liquide dans lequel dh@ignent [Osuga2002]. Ceci peut
étre un agent de contraste ionique, ioxaglate dgumane et de sodium, et un sérum
humain aboutissant & des Hépasphérde diamétre deux a quatre fois leur taille
originale a l'état sec de 50 jusqu'a 2Q@On, respectivement [Khankan2004]. La
propriété d’expansion permet aussi a ces partiadédsansporter des substances actives
destinées a la chimio-embolisation. Il est rappqué les Hépasphéregonflées sont
souples, déformables, et larguées facilement pardiarité des cathéters actuellement
disponibles. Les Hépasphéressont destinées a emboliser les carcinomes
hépatocellulaires et les malformations artérioveses sans aucun signe d’ischémie sur

les cellules normales [De Luis2008].

L’objectif de cette section est de rendre les Hgpames' visibles sousRM en les
chargeant par 'Endoretn Cela nécessite de déterminer la dose d’EndBmuril faut
mélanger a la poudre pour obtenir un résultat coafgp@ a celui obtenu pour la
détection des microsphéres en Tris-acryl marquéesti¢n 3.2). D’apres la courbe
étalon de I'Endorefh dans le chapitre.2 (2.1.3.3), il est évident qaentarqueur a
tendance a produire un hyposignal ou un hypersiggiah la dose choisie. Par ailleurs,
il faut trouver la bonne facon de maquer les miartpules d’Hépasphére De plus,
les Hépasphéresdétiennent le marquadeE et I'Endoren? I'autorisation de Mise sur
le Marché (AMM) toutefois un vide juridique empéglajourd’hui, leur utilisation
conjointe. Le fait de prouver la détectabilité tHE&pasphéres parIRM ainsi que pour
d’autres raisons détaillées ultérieurement, permetbnc de donner des arguments en

faveur de leur future utilisation clinique.

19 Copolymére : Groupement de deux types de mono(petie molécule d’'un seul type) dans la méme
macromolécule.
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3.3.1 Matériels et méthodes

Il existe trois calibres d’Hépasphéreslisponibles sur le marché a I'état sec,
50-100, 106150 et 156200 um. lls correspondent respectivement a -2,
400-600 et 606800 um a I'état gonflé dans du sérum phyiologique a 0,@éux
calibres sont uniguement marqués parmi cette gadeniille, 206400 et 606800
um, en raison de rupture de stock du deuxiéme eatibez le fournissedBiosphére
Medical””. Le marquage des Hépasphéremr un agent de contraste visible &R
peut étre réalisé selon quatre préparations diffése (1) expansion initiale des
Hépasphéresdans du sérum physiologique & 0,9% sera suiviadeition d’un agent
de contraste, (2) expansion directe des Hépasphétass du sérum physiologique
mélangé avec de I'agent de contraste a des doBémedies. Etant limité en quantité
d'Hépasphéres, nous voulons réaliser, par les deux nouvellespagtions de
marquage des Hépasphéreavec I'Endorefi (3) et (4), deux gammes de dose
croissante et décroissante en utilisant uniquerefacons d’Hépasphéres Pour ce
faire, nous allons préparer au début des micrapges avec de I'Endoréfrconcentré
ou dilué dans du sérum physiologique. 2h aprésniesoparticules seront réparties au
fur et & mesure dans des flacons contenant unéisold’Endoren? concentrée ou
diluée (croissante et décroissante).

Les préparations (3) et (4) permettront d’étudida dois le comportement des
microparticules plongées dans de I'agent de cametrets si la réalisation de la gamme
est un succeés, de déterminer le dosage optimatiafinieux charger les Hépasphéres

Les microparticules ne se préparent pas exactecmmme il est prévu par
Biosphére Medical, en effet, 'Endoreffi étant non ionique, les microparticules ont la
tendance a dépasser plus que quatre fois la iailiale avec du sérum physiologique.
Par contre, le sérum physiologique utilisé dandiliation de I'Endorerfi impose aux
Hépasphéres de gonfler jusqua quatre fois leur taille. Donlkg taille des
Hépasphéres marquées avec I'Endoréiest pratiquement celle des Hépasphéres
chargées avec du sérum physiologique. Les Hépasphent la couleur rouille de
I'Endoren?.
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3.3.1.1 Préparation-1 : expansion initiale des Hépasphéresdans du sérum

physiologique puis addition d’'un agent de contraste

Elle consiste a injecter 10 ml de sérum physiologid0,9%), a I'aide d’'une
seringue munie d’'une aiguille, au sein d’'un flaocenif sous vide contenant de la poudre
d’Hépasphére de taille 56100 (réf: V305HS) et 1500 pm (réf: V705HS),
respectivement. Les Hépasphéresont gonfler pour atteindre une taille quatre fois
supérieur a leur taille initiale, 26000 um et 606-800 um, et un volume mesuré dans
un flacon gradué d’environ 3 a 4 ml.

200 pl d’Endoren? (97ETI053, Guerbet) sera versé dans le flaconecmamit les
microparticules gonflées. Une petite agitation thcdn puis une attente de 2h est
imposée afin de laisser le temps aux microparticdlabsorber le maximum d’agent de

contraste.

3.3.1.2 Préparation-2 : expansion des Hépaspheres™ dans une solutionsdaim

physiologique contenant préalablement un agent datcaste

Elle consiste & diluer 50, 100 et 3pD d’Endoren? dans 2,5 ml du sérum
physiologique, soit 96, 384 et 1228%, respectivement. 50 d’Endorenf de dosage
25% est dilué en plus avec 1,5 ml du sérum phygigle, soit 75%. Quatre volumes
différents correspondant a 4 charges en sérumglbggjue sont obtenus 2,55, 26 et
2,85 ml. Les charges sont injectées, par la mémenfgge précédemment, au sein de 4
flacons contenant de la poudre d'Hépasphérds taille 56100 pm (Figure 3-7),
respectivement. Une petite agitation des quatreoffla puis une attente de 2h est
accomplie afin de laisser le temps aux micropaddgua’absorber le maximum d’agent

de contraste.
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(@) () ©

Figure 3-7: Marquage des Hépasphéres™ avec I'EndSterta) flacon sous vide de la poudre
d’Hépasphére, (b) injection de la charge correspondant au sépimgsiologique et 'Endorefhau sein
du flacon, (c) Hépasphéremarquées avec 'Endorém

3.3.1.3 Préparation-3 : préparation-2 avec pré-marquage léger des Hépases

Cette préparation consiste a marquer, au débutHé&msphéres de calibre
600-800 um avec une faible dose d’agent de contraste. Cesoparticules seront
marquées de nouveau avec une gamme de dose creidsagent de contraste afin de
déterminer la possibilité pour que les micropalésusoient chargées, en plus,
d’Endorenf. A cet égard, on utilise en tout neuf flacons paaliser cette étude. Le
premier (flacon 1) est celui contenant les Hépasshésous forme de poudre. Les
microparticules sont chargées avec 0,02 ml d’EndBre+ 1,98 ml de sérum
physiologique. Aprés 2h d’attente, on ajoute 7 mksdrum physiologique pour obtenir
un volume total de 9 ml correspondant aux micrégalgs marquées pour étre ensuite
partagées entre 9 flacons contenant les doses @lealia313. Les 9 flacons
contiennent alors 3 ml : 1ml du flacon 1 + la solutd’Endoren? dilué correspondant

au Tableaw-13.

Numéro flacon Se (ml) Endorem”® (ml) % Endorem®
1 1,98 0,02 1%
2 1,96 0,04 2%
3 1,94 0,06 3%
4 1,92 0,08 4%
5 1,90 0,10 5%
6 1,80 0,20 10%
7 1,70 0,30 15%
8 1,60 0,40 20%
9 1,50 0,50 25%

Tableau3-13 : Gamme d’Endorefde dose croissante pour le marquage des Hépasphére
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3.3.1.4 Préparation-4 : préparation-2 avec pré-marquage fort des Hépases

Cette préparation consiste & marquer, dans un ereemps, les Hépasphérege
calibre 606800 um avec une forte dose d'agent de contraste. Cesopaidicules
seront réparties en 9 doses décroissantes d'agertrdraste afin d’étudier la diffusion
de I'Endorenf. A cet égard, on utilise en tout 9 flacons pouwlisér cette étude. Le
premier flacon (flacon 9) est celui contenant leépabphéres en poudre. Les
microparticules sont chargées avec 0,5 ml d’End8rem 1,5 ml de sérum
physiologique. Apres une attente de 2h, on ob8¢html de microparticules marquées
auxquelles on n’ajoute pas de sérum physiologiqu#r @tre sir de garder la dose
maximale en Endorefhdans les HépasphéresOn réparti ensuite le 3,2 ml des
microparticules marquées entre huit flacons, sdin@ de microparticules par flacon, et
on ajoute une quantité de sérum physiologique perglus en plus importante dans
chaque flacon (Tablea#&14), afin de faire diminuer la dose totale d’agéatcontraste.
Ainsi les 9 flacons ne contiennent pas la méme tifgashe liquide au final, mais la dose
d’Endoren? (par rapport aux 0,4 ml d’origine + la dose deuséphysiologique) est

bien décroissante.

Numéro flacon S (ml) % Endorem®

9 (n/a) 100%

8 0,10 80%

7 0,26 60%

6 0,6 40%

5 1,6 20%

4 2,1 16%

3 2,93 12%

2 4,6 8%

1 9,6 4%

Tableau3-14 : Gamme d’Hépagphérésaivec Endorefha dose décroissante.

3.3.1.5 Ringage

Suite au marquage des microparticules, chaque qatépaest ensuite placée dans
une colonne en verre avec du verre fritté [(poéos20um)-Flex 1.0x 30 cm- Réf:
420401-1030] (Figure3-8). Les microparticules sont rincées par graviédsd cette
colonne : on ajoute 10 ml du sérum physiologique& auicroparticules, on agite
quelgues secondes et I'on attend 15 minutes legdejmp le sérum physiologique ait
quitté entierement la colonne. On répéte cetteatipér en tout quatre fois.
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Figure 3-8 : Représentation schématique du modéle de rimcdgs Hépasphérésmarquées avec
I'Endorent’ en utilisant le sérum physiologique et la coloeneverre avec du verre fritté.

3.3.1.6 Préparation des boites de Pétri

Afin de pouvoir passer les Hépasphéremns IIRM et de mesurer ensuite leur
signal, celles-ci sont gélifiées dans des boiteBé&td. Pour ce faire, la gélatine en Agar
Agar 2% [Bactero Agar — ref: 214010] est liquéfee la chauffant au bain marie a
100°C. On remplit alors la boite de Pétri de 5 mmdthmetre jusqu’a mi-niveau. Une
fois la gélatine refroidie et durcie, les micropartes sont ensuite placées sur la surface
en singlet, doublet, triplet et amas. Une nouvetleche de gélatine est versée en méme
temps avec 1 ml de formol (pour prévenir le dévedpent des bactéries) a 4% sur
'ensemble, microparticules et premiere couche,r gemplir complétement la boite
d’épaisseur 1,5 cm. Une fois la gélatine dure,détebest préte pour étre mise dans
I"IRM.

Pour les préparations (3) et (4), les microparéisidont réparties sur deux boites
de Pétri étant donné le nombre important de la gamdes doses d’Endor&nutilisée
pour marquer les Hépasphéres\ cet égard, le cadran de chaque boite est darisé
autant de parts qu'il existe de doses d’EndSteem gamme croissante ou décroissante
(neuf valeurs). Dix microparticules sont ensuitacges dans la partie qui leur est

propre, en les séparant de quelques millimetregi(Ei3-9).
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Figure 3-9 : Répartition des microparticules de la gammeld@se d’Endorefh croissante (image de
gauche a droite) ou décroissante (image de droitgaache). Les taches oranges autant marquées
(droite) correspondent aux microparticules de largae & dose importante d’Endorgnet celles moins
marquées (gauche) correspondent aux microparticdéeta gamme a dose faible. Les numéros de 1 a 9
sont des indices de référence pour chaque pourgerda marqueur dans les flacons.

3.3.1.7 Séquences IRM

La séquence utilisée dans la détection des midiopks est une séquen8®
SPGRpondérée eit;. Elle a comme parametres : TR/TE : 30/5 ou 35/bangle : 45°,
BW : 15,63 kHz, FOV : 14 cm, épaisseur : 0,7 ourth,rmatrice : 1282 ou 1602, nombre
de coupes : 28, Nex : 4, phaseFOV : 0,75 ou 1leb®s$ d’acquisition varie a chaque
fois avec le tempsIR et la taille de la matrice choisie. L'antenne cagde est

uniquement utilisée dans cette étude, les coupgbtenues dans un plan coronal.

3.3.2 Résultats et discussions

3.3.2.1 Préparation-1 : expansion initiale des Hépasphéresdans du sérum

physiologique puis addition d’'un agent de contraste

Le gonflement des Hépasphéresvec du sérum physiologique puis le marquage
avec 'Endoreri, crée des agrégations des microparticules enles &Figure3-10).
Dans cette préparatief, ceci limite les perspectives d’exploitation d&pasphéres
en clinique, en raison d'occlusion en bout de dathé\Nous passons en revue les

résultats d’autres préparations.
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Figure 3-10 : Photo microscopique des microparticules Héghases (200-400 um) marquées avec
I'Endorent” (couleur rouille) et en agrégation.

3.3.2.2 Préparation-2 : expansion des Hépasphéres™ dans une solutionsdaum

physiologique contenant préalablement un agent d@etaste

La Figure 311 illustre les images pondéréesTandes boites de Pétri contenant
des microparticules d’Hépasphéremarquées par des doses multiples d’End8rem
Les microparticules moins chargées en End8réli96% et 3,84%) sont invisibles sur
les deux premieres images a et b, elles apparaissajquelques taches blanches sur la
troisieme image ¢ dans lesquelles la dose a pement@ (12,28%) pour conduire a un
hypersignal (chapitre.2 ; 2.1.3.3). En revanches tteus noirs sont obtenus sur la
derniére image d et qui correspondent aux micripsdes plus chargées en Endofem
soit 25%. Le pourcentage de I'Endofénpour lequel nous avons obtenu des
microparticules en hypersignal ne correspond pastement a celui obtenu sur la
courbe étalon de ce marqueur (chapitre.2, 2.1.8I8us considérons alors les deux
pourcentages d’Endoréhtlans les Hépaspheérest sur la courbe étalon en équivalence
pour obtenir un tel hypersignal. En revanche, roaisvons une correspondance entre
les deux pourcentages d’Endoféem cas d’un hyposignal obtenu.

Coupe d’'épaisseur 1 Coupe d’'épaisseur 1
mm, Nex : 1, matrice :  Coupe d’épaisseur 1 mm, Nex : 4, matrice : 1282mm, Nex : 4, matrice :
1282 1602

Figure 311 : Images IRM Tacquise avec le 3D SPGR de 4 boites de Pétri nantales Hépasphéres
(200-400 zm) marquées a 4 doses différentes en Endyrenit (a) 1,96%, (b) 3,84%, (c) 12,28% et (d)
25%.
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3.3.2.3 Préparation-3 : préparation-2 avec pré-marquage léger des Héprase$

Les trous noirs obtenus sur I'image a (a droite)lald-igure 312 ci-dessous
correspondent aux Hépasphéreglongées dans une solution sérum physiologique-
Endoren? & forte dose en marqueur. lls sont représentés BaffFigure312 b en
inverse vidéo, ou ils apparaissent donc sous falesetaches blanches. L'utilisation de
l'inverse vidéo permet de mieux distinguer les mparticules moins chargées en
Endoren? de la gélatine.

Pour une forte dose en marqueur, on arrive a wefqyes microparticules dans
les quadrants 8 et 9 de la boite de Pétri, quespondent aux pourcentages 80%-20%
et 75%-25% en sérum physiologique-EndoteRar contre, les microparticules dans les
quadrants 6 et 7, qui correspondent aux pourcent@@®#-10% et 85%-15% en sérum
physiologique-Endorefhsont invisibles pour trois raisons possibles :

- Les microparticules ne sont pas marquées a I'Emdor@ cause de la
pénétration insuffisante de marqueur.

- Avec ces deux gammes de dose en marqueur, il estbp® que I'Endorefhait
pénétré en plus dans les microparticules et aitifiddéur signal de telle sorte
gu’il soit devenu équivalent a celui de I'eau. Cénne cas a déja été observe sur
la courbe étalon dans le chapitre.2 (section R).Bour une certaine dose
d’Endoren? qui peut étre équivalente, dans ce cas, a ceiftaex au sein des
microparticules.

- Les microparticules ne sont pas dans le méme @aodpe. Ce n’est pas le cas,

car les microparticules n’apparaissent pas surtgiawcoupes.

Pour la gamme en pourcentage sérum physiologiqde/Ent, de 99%-1% a
95%-5%, les microparticules apparaissent sur legy@slRM en taches blanches. Au-
dela de cette gamme, de 90%-10% a 75%-25%, leopaidicules se présentent en

trous noirs.
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3D SPGR TR/TE : 35/6 msg. : 45°, BW :15,3 kHz, épaisseur : 0,7 mm, FOV cid matrice : 1602,
Nex :4, n° de coupes: 28, temps d’acquisition; 12utes

Figure 3-12 : Images IRM pondérées epdEs boites de Pétri contenant les Hépasphé(ee0-800 1m)
marquées par la gamme & dose croissante en Endor@nimages Tsur lesquelles les microparticules
apparaissent en taches blanches (moins chargéeSneiorent) ou en trous noirs (plus chargées en
Endoren?, (b) Images Tavec inverse vidéo sur lesquelles la couleur dekés est inversée par rapport
aux images dans (a). Les numéros de 1 a 9 sonindees de référence pour chaque pourcentage
d’Endoren? dans les flacons (Tableati13).

Le graphe (a gauche) dans la Figwé&3 représentant la variation du rapport
signal sur bruit en fonction du pourcentage sértaysiologique-Endoreft) indique un
hypersignal presque stable du dosage 99%-1% jus@idsage 95%-5%. Par contre, |l
y un hyposignal se manifeste au-dela de 95%-5%e @#Enuation atteint un maximum
lorsque le pourcentage en Endofeest important, cas du dosage 75%-25%.

Le graphe (a droite) représente la variation dureste gélatine-trous en fonction
de la gamme de pourcentage sérum physiologiquerEmfioet indique un contraste
assez faible pour le dosage 99%-1% jusqu’au dd3aye5%, puis les taches blanches
apparaissent. Et au-dela du dosage 95%-5%, leopaiticules apparaissent en trous

noirs qui se traduisent par un contraste gélatmestassez important.
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% Sérum-Endorem % Sérum-Endorem

Figure 3-13: Signal des trous et contraste gélatine-trars fonction de pourcentage d’Endofém
croissant dans la solution sérum physiologique-Eedf dans laquelle les Hépasphéresnt été
plongées.

Donc, lorsque les microparticules sont peu marquéesEndorerfi, elles
présentent en taches blanches sur les imdéd. Par contre, lorsque les
microparticules sont les plus marquées, elles ajpgsant en trous noirs (voir chapitre.2
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Figure 2-8 et chapitre.4 section 4.1.3.3). Le pré-marquageeales Hépasphéresa
I'Endorent’ absorbent de plude marqueur au fur et & mesure que sa proportion
augmente.

Comme quelqgues microparticules sont visibles aurgemiage de 25% en
Endoren? (Figure 312, secteur 9), nous leur avons donc dédié unignemme boite de
Pétri dans laquelle les Hépaspherssnt réparties sur les quatre quadrants, & raison
dix microparticules par quadrant. La Figu#d4 montre un nombre important de trous
observable dans chaque quadrant, ce qui confirmeélaétration progressive du

marqueur dans les microparticules.

Figure 3-14 : Image IRM T obtenue par le 3D SPGR d’une boite de Pétri déivisé 4 quadrant dans
lesquels sont réparties les Hépaspheremit 10 microparticules par quadrant. Elles capendent a la
gamme de pourcentage sérum physiologique -Endatg¥h;25%

3.3.2.4 Préparation4 : préparation-2 avec pré-marquage fort des Hépases

La plupart des microparticules déja marquées anecfarte concentration sérum
physiologique-Endorefh (100% Endoreff, Tableau3-14) et diluées progressivement
avec du sérum physiologique sont présentées es troirs sur les imagefkM-T;
(Figure 315). On observe un rapp@tBdes trous-images et du contraste gélatine-trous
tres faibles (Figure-16), quelque soit la dilution ce qui conforte &l que dans ce cas
méme a des dilutions fortes I'Endornprovoque [I'extinction maximale des
Hépasphérés Donc, la visualisation des microparticules esjdars proposée & partir
de la forte dose en Endor@mtilisée lors de leur marquage initial. On pouwatars dire

que le marqueur ne diffuse pas a partir de cesopecticules.

Figure 3-15 : Images IRM { obtenues avec une séquence 3D-SPGR, sur des Heifeétri contenant
les Hépasphérésmarquées par la gamme & dose variable en Endbrém secteur 9 correspond aux
microparticules marquées par la plus forte doseget diminue au fur et a mesure dans les autres
secteurs.
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Figure 3-16 : Signal des trous et contraste gélatine-trars fonction de pourcentage d’Endofém
décroissant dans la solution sérum physiologiquddtenf dans laquelle les Hépasphéresnt été

plongées. Les dosages d’Endofef00%, 80%, 60%, 40%, 20%, 16%, 12%, 8% et 4% spoadent

respectivement aux numéros des secteurs 9, 857463, 2 et 1 dans la Figure15 .

3.3.2.5 Conclusion

Le marquage des Hépasphéresprés leur gonflement avec du sérum
physiologiqueétait une mauvaise méthode de préparation en ralssnagrégations
obtenues comme on le constate sur la photograpbresuopique dans la Figug10.

On a pu observer une augmentation de signal lorkguenicroparticules étaient
préparées a faible dose puis plongées dans deosslde plus en plus concentrées.
Mais dans le cas d’une forte dose, aucune variatiest notée.

Nous savons que les Hépasphéresn usage clinique sont susceptibles d'étre
chargées avec un agent de contraste ionique corioraglate de melgumine et de
sodium, et en présence d’un agent non ionique cohindoren? dilué avec le sérum
physiologique, elles se chargent également. lpessible que le caractere ionique du
sérum physiologique joue en faveur de 'Enddtemte la facon suivante : lorsque la
microparticule est peu chargée, elle a tendanegptecl’Endorerfi.

Néanmoins, méme si la variation de signal est effeqour la gamme de dose
croissante, le résultat n’est pas trés probantefiat, les microparticules sont chargées
de facon hétérogéne, et cette gamme, nous renspligaesur le comportement des
Hépasphéres que sur le dosage optimal tel que nous l'aurismshaité (voir aussi
chapitre.4 section 4.1.3.1).

Pour plus de rigueur, nous aurions dd préparer iqits échantillons
d’Hépasphéres avec pour chacun une dose différente d’End8repe qui était
impossible car nous ne disposions pas d'une qeéarsiiffisante de préparation

d’Hépasphére et d’Endorerfi. Nous nous contentons donc de la préparation sbde
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résultat évoqués dans les sectidh8.1.2 et3.3.2.2, respectivement. La quantité
optimale d’Endoreffi avec laquelle les Hépasphéresont bien détectées solRM est
de 500ul, équivalent & un pourcentage de 25% dans 1,5endé&um physiologique,
soit 75%. Le protocole de marquage des Hépasphépes une quantité optimale

d’Endorenf est récapitulé par le Table&l5.

Etape #  Action Matériel Notes

Prélever 1,5 ml de sérum g%ﬂ;}m physiologique a

physiologique Micropipette
Endoren? (réf : 97ETI053, Volume des
2 Prélever 50Qul d’Endorn® 8 ml, Guerbet) microparticules
Micropipette aprés gonflement
) _ atteint 3 ml (600-
3 Mélanger les deux solutions Flacon 800pm) et 4-5 ml
par agitation (200-400um)

Marquage des 3 i .
Hépaspherés ,  Prelever le melange final dan

. %eringue 10 ml
une seringue

Faire une perfusion du

5  mélange dans le flacon & vige>eingue 10ml Homogénéité du
contenant la poudre Flacon Hépasphére mgrqueur_dans les
] microparticules est
Lapser Iq qudre moyenne, le
g'|ep'asph|ere etle marqueur \sierospheres marqueur reste sur
6 lu€ par ‘e serum Agent de contraste la périphérie des

physiologique ensemble pour

microparticules
2 heures

Tableau 3-15 : Protocole de marquage des Hépasphérgmr une quantité optimale d’Endor&m
permettant leur visualisation sous IRM.

3.4 Détectabilité des billes d’alginate

L’alginate de sodium est un polymére non toxiquapdégradable et
biocompatible. Il peut étre utilisé dans la forroatide microcapsules sphériques
utilisées dans des applications cliniques, commegadesport d’agents actifs pour la
chimio-embolisation [Chretin2005], 'embolisatiortérielle [Li2002], I'immobilisation
de cellules microbiennes viables et des cellulegmae [Martinsen1989], ou
I'encapsulation de cellules utilisées comme bidga&ur [Martinsen1989].

Nous avons adapté [utilisation des billes dalggnaau marquage de
microsphéres. A cet égard, nous avons marqué tes, lie taille d’environ 50Qm,
par deux produits d’agent de contraste & base deli@am (Dotarerfi, Guerbet S.A)
et & base d8PIO (Endorenf®). La réalisation de ce travail nécessite la coticep’'un

protocole de marquage des billes d’alginate. Compow le processus de marquage des
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Hépasphéreset il faut trouver la bonne facon d’'incorporemtarqueur dans les billes
d’alginate. D’un autre c6té, il faut déterminediase optimale des deux marqueurs pour
obtenir, uniguement avec ISPIQ le méme résultat que lors de la détection des

microparticules de Tris-acryl et des Hépasphérsarquées.
3.4.1 Généralités et structure

L’alginate est un polysaccharide, comme le sucta e¢llulose. Il est composé de
plusieurs monomeres qui sont liés ensemble parcha®es de rigidité variable qui
dépend de leurs types.

L’alginate est formé a partir de deux sucres l'acid-mannuronique (M) et
l'acide L-guluronique (G) (Figure317). L’enchainement linéaire de ces deux
monomeres forme I'acide alginique qui est considédens ce cas comme un
copolymere. Il est possible que l'acide alginiqueit sencore constitué d’'un
enchainement de blocs de deux types : fragmentodemes d’acide mannuronique
(M-M-M-) ou d’acide guluronique (G-G-G-). Les fragmis mixtes correspondent aux
zones de fragilité dans la macromolécule. Au cinefrdes blocs homogenes d’acide
mannuronigque ou guluronique constituent des zorstsiature pseudocristalline et sont

plus résistants a I'’hydrolyse.

[cele}
OH
0 oH =
o]
o - a
c00'

00C_ HOO

Figure 3-17 : 3 types de blocs dans l'alginate. (a) blodugonique“G”, (b) bloc mannuroniquéM” et
(d) bloc mannuronique et guluronique mikdG”.

La gélification de l'alginate se fait par I'additicdes ions bivalents, comme les

ions calcium (C#). Ceux-ci créent des liaisons intermoléculaireeefes groupes
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carboxyligues de deux molécules d’alginates (Figkle3) pour obtenir une structure
ressemblant dune boite a ceufs

Les propriétés du gel varient suivant la compasign blocs mannuroniques ou
guluroniques de l'alginate. Les alginates riches ocs guluroniques (G-blocs)
conduisent a des gels rigides et cassants, tandislap alginates riches en blocs
mannuroniques (M-blocs) conduisent a des gelsxdartesouple. Les propriétés du gel
dépendent aussi de la structure consécutive déeeshpolymériques et de leur taille
moléculaire. A cet égard, une résistance mécarggarede, une rétraction faible et une
porosité importante d'une capsule d'alginate somt @ropriétés corrélées a la
proportion en acide guluronique et a la longuews b®cs-G [Martinsen1989]. Elles
dépendent aussi de la concentration en £a@c laquelle la structure des capsules
d’alginate est dense et la taille des pores estepffanakal984]. Tous les gels
d’alginates sont thermoirréversibléslls ne peuvent étre fluidifiés que par échange
d’'ions. Les zones de jonction au sein du gel dieltg représentent la partie solide
parmi lesquelles les molécules d’eau sont physiguemiégées dans sa matrice (réseau

de réticulation). Ces molécules sont toujours envement libre.

Figure 3-18 : (a) Représentation du bloc guluronique (Geblet son site carboxylique sur lequel I'ion de
calcium va se fixer. (b) modéfboite & ceud” concernant la réticulation entre les moléculesigiieate
par les ions C&. [Huguet1994]

3.4.2 Matériels et méthodes

La seule méthode de production des billes d’alginiains notre laboratoire repose
sur le principe de la gélification de polymére patrusion (également appelée méthode
a la goutte) dans une solution contenant I'agelifiagé (Figure 3-19). Une solution
d’alginate de sodium, contenant le marqueur a esutap est extrudée goutte a goutte,
a travers une aiguille, dans une solution de ¢€q@lprovoque la gélification et donc la

production de billes d’alginate de calcium.

11 . . . V4 , R b "
Thermo-irréversible : Evolution de I'état d'un sste sous linfluence de la chaleur sans qu'il
retrouve nécessairement son état antérieur.
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Figure 3-19 : Schéma de la production de billes d’algindéecalcium par extrusion.

3.4.3 Protocole expérimental

La fabrication des billes d’alginates marquéesyraagent de contraste s’articule
sur deux étapes. La méthode de préparation esesbuNilisée dans le laboratoire
UMR 6600 pour encapsuler des cellules. Les pragsiétastiques de ces billes ainsi que
leur biocompatibilité ont été donc validées pous deantités de produits eéquivalentes a
celles citées dans le Table&l6. Nous avons optimisé ces quantités lors deenotr
travail pour diminuer le temps de préparation enéeiser les produits, notamment le
marqueur. Le calibre des billes qui peut étre abfasr la méthode d’extrusion se situe
entre 50Qum et 2 mm. Les billes sont homogénes pour chadile dans cette gamme.
Une tentative de fabrication de billes de taill&ireure a 50Qum forme des résidus qui
perturbent leur homogénéité en taille. A cet effemus avons fabriqué des billes
d’'alginate de taille d’environ 50Qum et qui correspondent a celle choisie dans

I'occlusion des vaisseaux de fibrome utérin.

3.4.3.1 Etape-1 : préparation d’une solution d’alginate avec leargqueur

Cette étape consiste a préparer une solution datigiavec un agent de contraste,
le Dotaren?? ou Endorerfi. 0,2g de la poudre d’alginate (NaAlg, Réf : SIGMA682-
100G) est verse, sous agitation, sur un milieu axuke 10 ml de sérum physiologique
stérile (0,99/100ml, bouteille de 500 ml achetéepbarmacie) avec les 5 doses de

marqueur citées dans le (Table#d6), respectivement. Le temps d’agitation par un
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agitateur magnétique (VWR) dure environ 2 heurés dbe dissoudre totalement
I'alginate. Le pH du milieu a été vérifié avantagtrés le mélange du marqueur avec le
sérum physiologique (agitation d’environ 5 min)edt stable a environ 8. La solution
finale contenant 2% d’alginate avec I'une des @oges du marqueur,;PD,, Ds, Do

ou Dy, est préte pour passer a I'étapale polymérisation.

Dose

Substance R D, Dsg D1o Dyo

Poudre
d'alginate (g) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

So (ml) 9,99 9,98 9,95 9,9 9,8

Marqueur 10 20 50 100 200

(1)
[mi‘;‘;r:le“r] Dy :1p/ml D, :244/ml Ds:524/ml Dio:1044/ml Dao:20d/ml

Tableau3-16 : Solution d’alginate composée de la poudrelglfate et du sérum physiologique avec 5
doses différentes de marqueuy, D,, Ds, Dy et Dy, respectivement.

3.4.3.2 Etape-2 : extrusion et polymérisation de la solution dghate marquée

La solution d’alginate obtenue dans I'étapeavec le marqueur a encapsuler est
tirée par une pompe péristaltique (vitesse d'indiéd) jusqu’a une buse équipée d’'une
aiguille poppe? (fabriquée aux USA) d'indice 24, de diamétre extede 0,55 mm et
de celui interne de 0,3 mm (Figugl9). Un volume de 10 ml de cette solution est
ensuite extrudé, sous forme de gouttelettes, pEaspm d’air comprimé (débit d’'air a
pour indice 55 pour obtenir le calibre 5@00 um) dans 80 ml de Cag£l(8,5g de
poudre dans 500 ml du sérum physiologique équivalezfo, Ref : Sigma C-7902) en
agitation avec le sérum physiologique. Les billesniées sont laissées sous agitation
orbitale pendant quinze minutes aprés extrusiontadge la solution, de facon a
permettre la gélification de l'intérieur de la billLes billes sont ensuite lavées deux fois
avec 80 ml de sérum physiologique et stockées ldam&me quantité et dans le méme
liquide de rincage pour garder un équilibre ionigwec le milieu ou elles se trouvent.
Le temps qu’il faut passer pour fabriquer des bitl&alginate marquées par une certaine
dose de marqueur et par la méthode d’extrusiom’estviron trois heures. Bien que
dans ces conditions de préparation la taille désslsoit égale a 500m, elles ont une
taille finale d’environ 700um en raison du changement de viscosité de la saluti

d’alginate due a la présence du marqueur.
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Le protocole expérimental de la fabrication degsilti’alginate marquées est passé

en revue dans lI'annexe B.

3.4.3.3 Préparation du support

Le support est composé de boites de Pétri remphesde gélose. Les billes
d’alginate marquées sont mises entre deux coucheglbse selon la fagon évoquée

dans la sectio3.3.1.6.

3.4.3.4 Séquence IRM

La séquence utilisée dans les acquisitibRM des billes d'alginates est la
séquenc&D SPGRpondérée ei; de parametres TR/TE : 30/4 ms, angle : 45°, FOV :
14x14 cmz2, matrice : 1602, épaisseur: 1 mm, n° depesu 44, BW : 15,63 kHz,
phaseFOV : 0,75 et Nex : 1. Le temps d’acquisitiencette séquence est 2min56s.
L’antenne choisie lors des acquisitions est I'anéecardiaque, les images sont obtenues

dans le plan de coupe coronal.

3.4.4 Résultats

3.4.4.1 Encapsulation du Dotarerfi

Quelque soit la quantité du Dotor8mdans les billes dalginate, elles
n'apparaissent pas sur les imagd&M pondérées el ou en autres pondérationset
p. Bien que les billes ne soient pas dépolymérisémanarqueur a diffusé vers
I'extérieur. On constate un hypersignal sur I'imdg en pondératiorm; du sérum

physiologique dans lequel les billes d’alginate étd conservées par rapport au signal

image du sérum physiologique de controle (Fighgs).

So

-~ -.~
rl “II .

Controle Billes
d’Alginate

Figure 3-20 : Image T du sérum physiologique de contréle a gauche esé&tum physiologique dans
lequel les billes d’alginate marquées avec le Detdt ont été conservées a droite.
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3.4.4.2 Encapsulation de 'Endorerfi

Les différentes doses d’EndorBmencapsulées dans les billes dalginate
apparaissent sur les imade&v-T, en taches blanches ou en trous noirs (TahkhI)

selon la concentration de la solution de départ.

Nous avons bien vérifié par une observation viguglie c’est bien 'emplacement
des billes dans chaque boite de Pétri qui donnéoosignal ou hypersignal par
rapport au signal de la gélose. Les taches blanstwet visibles sur les images des
boites de Pétri contenant des billes marquéesepatdse®; “1ul/ml”, D, “2 pl/ml”,
et Ds “5ul/ml ”. Les trous noirs commencent a étre visibles summgedRM au-dela
de la dose B comme avec la dose;fde 10pl/ml. Avec la dose By “20 pl/ml”, les
trous noirs correspondant aux billes en singletiptt, triplet et amas sont plus visibles
gue ceux correspondant aux billes marquées a Blg@s

D’aprés le graphe dans la Figu®2l, le rapportS/B de billes d’alginate
augmente légerement entre les deux d@sest D, puis diminue entr®, et Dy En
revanche, le contraste gélose-trous augmente sinduitent avec 'augmentation de la
dose d’Endoreffidans les billes qui se traduit par le changemestaches blanches en

des trous noirs.

Tableau3-17 : Images IRM-Tdes boites de Pétri contenant des billes d’algimatrquées a des doses
différentes d’Endorefh D, (14/ml), D, (2 z4/ml), Ds (5 gd/ml), Dy (10 zd/ml) et Dy (20 zd/ml),
respectivement. Les images dans les colonnest D, sont de FOV 12 cm et les autres sont de FOV 14
cm.
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Figure 3-21 : Graphes du rapport S/B de billes d’alginatedel contraste gélose-trous a des doses
d’Endoren? 1z4/ml, 2 14/ml et 204/ml, respectivement.

3.4.5 Discussions

L’encapsulation du Dotareétndans les billes d’alginate n’est pas concluant. Le
Dotarenf (Gd-DOTA) est un agent de contraste paramagnétagsecié avec un
produit organique (chélate) pour réduire sa to&iote marqueur se comporte comme
un agent de contraste de rehaussement positifemesce pondérée en).TLes billes
d’alginate marquées par le Dotafésont invisibles par IRM pour la raison suivante :

- La taille du Dotareffi est d’environ 1 nm, il est possible que cettdetail
soit inférieure a la taille des pores de billesgiimte, les molécules ont
alors diffusé des billes vers la solution de sérphysiologique a
I'extérieur comme on le constate sur 'imdgkl dans la Figure-20.

L’Endorent est semble-t-il retenu par les billes d'alginallea montré une
stabilité dans les billes aprés leur préparatioecde marqueur comme on le constate
sur la photographie de billes colorées dans larBigtR2. Par conséquent, les billes
contenant de I'Endorefha une dose de 2@/ml et & des doses basses dal/inl et 2
pl/ml sont visibles elRM. La détectabilité des billes d’alginate en desigrooirs dans
les imagesRM Ty, & des doses d’Endor&nélevées, est souhaitable pour des raisons
citées au chapitre.2 (section 2.1.3.3).

La taille d’Endorerfi est entre 30 et 150 nm, elle est donc 30 ou 15 foi
supérieure & celle du Dotar@ni’Endorenf’ a alors plus de la chance que le Dotdtem
d’étre piégé entre les réticules matriciels du pwye (chaines polymériques d’alginate)
ou par les pores de la bille d’alginate.

Les billes d'alginate que nous avons marquées tppaent a la famille des

microparticules pouvant servir 'embolisation imgtnée.
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./

Figure 3-22 : photographie de billes d’alginate marquéearie dose de 2@ d’Endoren? par 1 ml de
solution d’alginate.

3.5 Détectabilité de différents types de gouttelettes

d’émulsion eau-huile

3.5.1 Introduction

Les gouttelettes d’émulsion d’agents anticancétdwile iodée ou“Lipiodol®
Ultra-Fluide” (Guerbet, Aulnay-sous-Bois, France) sont fréquenmimailisées dans
'embolisation de réseaux vasculaires tumoraux tigpa elles sont visibles
globalement dans un arbre vasculaire grace a |'indeproduit opaque aux rayons X,
gu’elles contiennent. La mise en présence d’hutdéé avec un liquide produit des
gouttelettes d’émulsion jouant le rble de microrésies pouvant servir a la
vectorisation de médicament.

Quelques soient les avantages et les inconvénient®ntrés lors de 'utilisation
clinique de gouttelettes d’émulsion, leur marqupgeun produit de contraste visible a
I'IRM présente un certain intérét pour les intervenigies. La détectabilité des
matériels d’embolisation paRM est également un enjeu. Nous pouvons réglerlla tai
des gouttelettes et ainsi étudier les limites deafalité des tests en matiére de
détectabilité avec un imageur 1,5T. Par ailleurs souhaite savoir si des traitements
anti-tumoraux pourraient utiliser ces gouttelefp@sir transporter des anticorps anti-
angiogéneses (anti-VEGF) (chapitre.4), car la meatlgs composants principaux de
gouttelettes d’émulsions (huile et eau) est nedbieniquement avec les agents anti-

angiogéneses transportés vers la tumeur.
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3.5.2 Généralités et structure

Une émulsion est une dispersion colloidale de diguides non miscibles I'un
dans l'autre tels que I'eau et I'huile, a laqueable ajoute généralement un agent de
surface (tensioactif ou surfactant) pour que le amgé atteigne la stabilité
thermodynamique. Le processus de dispersion cenaigtisaillel’ 'une des phases
dans l'autre d'une maniere a former de gouttes €heis) dont la taille peut varier de
0,1pm a environ 10Qum.

Nous rappelons brievement que les molécules d’uanlestance chimique
possédent deux propriétés différentes, polairegpetaires. Une molécule polaire est
une molécule dont les barycentres de charges yosti négative ne coincident pas,

telle que la molécule de I'eau £6).

La molécule de tensioactif a la particularité demporter deux zones
(groupements) distinctes, dont les affinités, dpmint de vue chimique, sont tres
différentes (Figure-23). Un groupement est susceptible d’assurer tfimet@ pour les
surfaces nettement polaires et entrainant le ptussent la solubilité dans I'eau
(caractéere hydrophile), et un radical apolaire dlom chaine carbonée ou chaine
aliphatique) ayant peu affinité de I'eau (caractbgelirophobe ou lipophile). Cette
molécule, naturelle ou synthétique, possédant descteres de solubilité totalement

différente est connue par molécule amphiphile.

Molécule d’un tensioactif

ANNNNAN
/ /

Chaine carbonée lipophile Téte hydrophile
CH;-CH;,-CH;- ... SO;Na*®
NH;"Cl-
-(OCH,CH,),

Figure 323 : Schématisation d’'une molécule amphiphile diemsioactif composée d'une chaine
carbonée€‘lipophile” et d’'une téte ionique ou non ioniqtieydrophile”.

Le type de tensioactif nécessaire pour produireamaelsion stable est déterminé
par son systeme HLB (Hydrophilic-lipophilic balahqessédant une échelle arbitraire
entre 1 et 20. Cette échelle traduit I'importanelative des groupements polaires et de

12 Cisailler : Action d’une force tangentielle amenardéplacer les molécules de liquide parallélerdent
elle-méme. Ce mouvement met les molécules de deaseg de liquide en interaction.



Détectabilité des matériels d’embolisation 144

la partie apolaire, conditionne les affinités reke$ de la molécule pour I'eau et pour les
milieux organiques. Les tensioactifs dont le nombtd est faible (de 0 a 10-12) ont
alors un caractere lipophile (le nombre de groupgdrophiles sur la molécule est
faible). En revanche, lorsque la valeur du HLB @sivée (10-12 a 20), le nombre de
groupes hydrophiles par molécule est importane®ténsioactifs ont alors un caractere
plutét hydrophile.

Les tensioactifs sont classifiés selon leur stmgcthimique et leur mécanisme

d’action (Annexe C, Tableau-Q).

La quantité du tensioactif nécessaire pour prodiggemicelles est déterminée par
la concentration micellaire critique (CMC % mgH)le est définie par la concentration
du surfactant a partir de laquelle les micellest\wanformer spontanément. La CMC est
obtenue lorsqu’une quantité importante de tensioétant ajoutée a I'eau, une partie
vient se placer immédiatement a la surface avequkue hydrophobe pointant a
I'extérieur de la surface. Par conséquent, I'éremgiperficielle (surface tension de
surface) diminue suivant I'élimination du contactire les groupes hydrophobes du
surfactant et les molécules de I'eau. Ce n’estmpiiois la surface saturée, et n’offrant
plus d’espace disponible a de nouvelles moléculestemsioactif pour venir s’y
adsorber, que les tensioactifs vont former desctsires organisées dans le liquide
“micelle direct€ (Figure 3-24). Ces micelles présentent des structures splesriou
ellipsoidales dont la surface est constituée despgs hydrophiles de tensioactif, alors
que les groupes lipophiles de ce dernier sont tgg® a lintérieur. L'énergie
superficielle dans le systéme diminue de nouvemide la formation des micelles qui
vont éviter en plus le contact entre les groupaldphobes et I'eau. Au-dela la CMC,
une addition supplémentaire du tensioactif n’a plisfluence sur la tension
superficielle, mais le nombre des micelles va audare(cas idéal). Les tensioactifs
possedent des concentrations micellaires critigife&rentes qui varient en fonctions de

leurs structures chimiques (exemple : Annexe CleBabC-2) [Foyekel1998].
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Determination of Critical Micelle Concentration

Molécule de surfactant é’,gwupe hydrophobe
“groupe hydrophile
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Figure 3-24 : Détermination de la concentration de formatimicellaire critique selon la mesure de la
tension superficielle en fonction d'une série défédentes concentrations du tensioactif. D'apres
[Catalogue de KRUSS GmbH, Germany]

Deux types d’émulsions existent, les émulsions Empet les émulsions
doubles. Les émulsions simples sont formées detegolijuides dispersées dans une
phase continue (la quantité est la plus importarite3 émulsions doubles (appelées
aussi multiples) sont des émulsions particuliedess le sens ou la phase dispersée est
elle aussi une émulsion. Ces émulsions (simplesdoubles) sont qualifiées de
“directes’ ou “inverses, selon la nature aqueuse ou huileuse de la pledimge. Ces
différents systemes sont schématisés sur la Figake
Le caractere principal d’'une émulsion simple, di&egu inverse, est fixé au premier
ordre par la solubilité préférentielle du tensidfadans I'une ou l'autre des phases, en
accord avec la regle empiriqgue de Bancroft [BantBdf3] : le recours a un tensioactif
hydrosoluble permet de former préférentiellemend émulsion directé Huile dans
'Eau : H/E” (Figure 325, a et c), alors qu'un tensioactif liposolubkvdrise une
émulsion inverséEau dans I'Huile : E/H(Figure 3-25, a et d).

Au second ordre, la structure de la microémuls@petid de la quantité des composants
essentiels dans sa formation. Elle a une strucfiotaulaire, lorsque I'eau ou I'huile est
en faible quantité et une structure bi-continuesdae la quantité des deux composants
(phase d’huile et d’eau) est similaire. Cette dtmec générale des microémulsions est
représentée par un schéma typique, connu pardeadiane ternaire, sur la Figufe26.
Pour la structure bi-continue (structure intermiéd)ales phases d’huile et d’eau sont
continues, les molécules du tensioactif recouvierterface eau-huile, et la courbure

de l'interface est nulle.
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@ O O el 0RO
oo [y @
O oo
® @ 06
\Inverse b Directe Inverse
& Rél"w éog‘% | :l Huile
2| | &
FE Y [ e
| | Pt
u [} “°§~: 4 X ]
C d

Figure 3-25: Représentation de différents types d'émussisimple (a) et double (B)directe” et
inverse’. D’aprés [Guery2006]

Tensioactif

Eau Huile

Figure 3-26 : Diagramme de phase ternaire, a une tempéeatulaquelle les propriétés hydrophiles-

lipophiles du surfactant est en équilibre, d'unteyse typique composé de I'eau, d’un tensioactif non
ionique, et de I'huile. La représentation de lausture des microémulsions de gauche a droite est la
suivante : microémulsions globulaires (TH/E”, microémulsions bicontinues (l), et microémulsions

globulaires (I)E/H”. D’'apres [Solans1997]

La spécificité des émulsions doubles directes @sagrant)Eau dans I'Huile
dans I'Eau : E/H/B (Figure 3-25, b gauche) vient du fait qu’elles contienned &is
des films interfaciaux inverses (entre deux gouittésrnes) et des films directs (entre
deux globules). Ainsi, généralement, les émulsamsbles directes font intervenir dans
leur composition deux agents de surface : I'un bgdiuble qui stabilise les films

directs et I'autre liposoluble qui stabilise leenfs inverses (Figurg-27).
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Espéce interne
-« Film inverse
<4—p Film direct

Globule d'huile

Goutte interne Phase continue
agueuse

Figure 3-27 : Description d’'une émulsion double directe ugBy2006]

Les émulsions doubles comprennent donc deux ictesfdélimitant des compartiments
pouvant étre de nature et de composition diffésent@race a cette structure
compartimentée particuliére et leur facilité¢ d’ofiten, les émulsions doubles sont
rapidement apparues comme un matériau idéal ergtenmicroréservoir, que ce soit
dans le domaine de la cosmétique, de la pharmagel'embolisation artérielle
[Hino2000] ou de l'industrie agroalimentaire.

Les émulsions doubles, par leur structure compartige et leur faible viscosité (eau a
I'extérieur), rendent possible I'encapsulation @@&ses hydrophiles aussi bien
gu’hydrophobes. Il est important de noter que lgonité des agents anticancéreux sont
hydrophiles (solubles dans I'eau) [Higashi2000].

Par ce systeme d’encapsulation, le taux de relargd&s médicaments est
controlable avec ou sans rupture de film. Il egipoxté que trois mécanismes sont
responsables du relargage d’'une substance chirpayule systeme en double émulsion
[Pays2000] : la coalescence, le mirissement de asitign et le flux d’eau par gradient
de pression osmotique. Le premier mécanisme diééwec une rupture de film, celui
de deuxieme et de troisieme sont réalisés sangreuge film.

La coalescencest le mécanisme qui consiste en la fusion irgdker entre une goutte

interne et la surface d'un globule. Ce phénomeéngligme donc la rupture de film
liquide (huile dans le cas des systemes E/H/E)raépdes deux compartiments. Il
conduit alors a la destruction complete des émussidoubles et a la séparation
macroscopique des deux phases non miscibles. Canmméte peut étre décomposé en
deux étapes (Figurg28). La premiére est I'adsorption réversible desttgs sur le
globule. Cette attraction est attribuée a des aoteans de Van-der-Waals entre les

gouttes d’eau et la phase aqueuse externe. La dmaape est la coalescence des
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gouttes adsorbées sur la surface interne du glohilile se fait par ouverture, a une

fréquence donnée, d'un trou dans le film d’huile.
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Figure 3-28: Adsorption réversible des gouttes internedaasurface des globules suivie de la
coalescence goutte-globule. [Guery2006]

Le marissement de compositissans rupture de film, est un phénoméne de diffusu

de perméatioli de la substance chimique & travers la phase Iseilgar I'intermédiaire

de micelles de tensioactifs lipophiles. Ce phénamatervient dans le cas ou il existe
une différence de composition entre les gouttagaitules de la premiére et deuxiéeme
phase dispersée, les substances dispersées étastlémerement solubles dans la phase
continue. L’entropi&' de mélange favorise alors I'uniformisation des positions par
diffusion des espéces solubilisées dans les gouitesnes vers la phase continue
externe et vice-versa [Chiangl978 ; Matsumotol9g9fure 3-29). La fuite par
marissement de composition dans les émulsions dswpparente tres fortement a la
fuite dite “passivé des membranes phospholipides. Ce phénoméne ealaste un

grand nombre d’échanges cellulaires.

y
® O —0 O
-

A B A+B A+B

Figure 3-29 : Représentation du mlrissement de compos{i@unery2006]

Le flux d’eau par gradient de pression osmotigoe le deux phases aqueuses interne

et externe apparait lors de l'introduction d'unuséldans la phase aqueuse interne

13 perméation : Mouvement d’atomes, d’ions, ou deéoulks & travers une membrane poreuse ou
perméable.

!4 Entropie : Grandeur physique caractérisant le mdiésod’un systéme. Il mesure I'homogénéité d’un
systéme considéré.
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[Jager-Lezer1997]. Par conséquent, un déséquibiemeotique est crée par rapport a la
phase aqueuse. Il se traduit par un flux aqueua ghase externe vers la phase interne
dont la pression osmotique a augmenté par la présam solute. Ce flux provoque le
gonflement des gouttes internes et alors des gisbet tend a amincir le film d’huile
fin qui sépare les gouttes d’eau interne de I'flaim¥ du globule. Si la pression exercée
par le gonflement devient trop forte, le film d’leudevient instable. Il y a alors rupture
de la membrane d’huile et dispersion du contenugbegtes internes dans la phase

externe comme le montre la Figu#S0.

Flux aqueux osmotique Gonflement Rupture

Figure 3-30 : Effet de la pression osmotique sur la déditsdtion de I'émulsion double E/H/E. D’apres
[Jager-Lezer1997]

Il est possible de passer d’'un mécanisme a un antmeodifiant les proportions et/ou la
nature chimique (molécule longue ou courte) desidactifs. Selon Pays [Pays2001], il
est impossible d’encapsuler pour une longue dume petite molécule neutre ou
chargée en utilisant un tensioactif de petite ma&c D’ailleurs, lorsque la
concentration du surfactant hydrophile est inféeea une valeur critique, le relargage
se produit préférentiellement par diffusion et/@urpéation a travers la phase huileuse.
En revanche, au dessus de cette valeur critigreddegage se produit préférentiellement
par coalescence. Pour les deux mécanismes, lgagkne dépasse pas plusieurs jours.
La valeur critique est de I'ordre 1 CMC pour lesdieactifs hydrophiles dont le HLB
est supérieur a 30 et 100 CMC pour ceux dont le d&Bentre 10 et 30. Le gonflement
des gouttes internes, par le déséquilibre osmotengendré par l'introduction d’un
soluté dans la phase interne, peut étre contrbiélgpaoncentration de surfactant
hydrophobe. La capacité de gonflement de la strectinterne augmente
considérablement si le tensioactif hydrophobe &st poncentré. Il semble, en effet,
que la stabilité du film d’huile séparant la phasgieuse interne de celle externe est
améliorée en augmentant la concentration en tectffideydrophobe qui renforce lui-
méme le film interfacial [Jager-Lezer1997]. Dailts, le déséquilibre osmotique peut

étre remédié par une substance insoluble dansld’lajoutée a la phase aqueuse
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externe, a la concentration adaptée, permettanbtelic I'équilibre osmotique.
Généralement, une espéce neutre est utilisée ble faasse moléculaire, comme par
exemple le glucose, de facon a n’altérer ni laosgé ni la force ionique de la phase
aqueuse.

Cependant, malgré les avantages de ce type deémiafsion dans le domaine
thérapeutique, les émulsions doubles restent urériaat thermo-dynamiquement
instable dont la stabilité et la capacité d’encégigan sur des temps longs restent
faibles [Guery2006]. Les principaux processus destrdetion (coalescence,
marissement de composition) gu’elles subissent aigedt, a terme, a la perte de leur
contenu et en font actuellement une matiere ingtghlle en tant que microréservoir
[Pays2001].

En tant qu'agent de contrastéEndoren?” est hydrophile, nous I'avons alors
encapsulé dans des microémulsions simples E/H muilémontré plusieurs avantages
dans le domaine de I'encapsulation, tels que lojstation de la vectorisation et de
'embolisation (section3.5.1). Aussi, la structure compartimentée des sions
doubles est apparue comme un candidat idéal pare application de marquage.

Bien que les deux systemes d’émulsion soient destiu relargage des espéces
encapsulés au terme de quelques jours, le marqu#ise doit cependant rester a
l'intérieur. Etant donné que la dimension des paltis de celui-ci est grosse (30-150
nm), nous supposons qu’elle ne passe pas facileintavers les interfaces eau-huile
des émulsions, notamment en choisissant des tetifsode nature et de concentration
bien appropriées. Il est pourtant nécessaire dé&riga] le plus possible, la fabrication
et la stabilité des gouttelettes dans le tempssaouii un défi majeur dans la science des
colloides. Cependant, aucun n’a pu actuellemendwiom a une solution suffisamment
stable ou performante, en vue de [l'application ejs@our connaitre un réel
développement. Plusieurs parameétres sont envispgés obtenir des émulsions,
simples (E/H) et doubles (E/H/E), stables avecoletenu et de tailles réglables. Parmi
ces parametres, on distingue : le type de fornmrattoncernant la nature des
composants choisis et leur proportion, la vitesde 'Emps d’agitation I'une des phases
dans l'autre (huile et eau), et la liaison entre nelécule a encapsuler et la
microémulsion. Sans oublier I'optimisation de laantité du marqueur a encapsuler
dans les gouttelettes afin de modifier leur sigRall. Défini comme le rapport entre la

masse active sur la masse totale de la microphatiitaux d’encapsulation peut étre
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élevé dans les microcapsules, de I'ordre 85% a 9Ddfs le cas des microsphéres, il
reste relativement faible de I'ordre de 20 & 35%.

3.5.3 Matériels et Méthodes

Plusieurs types de tensioactifs ont été testés kdapsocessus de fabrication des
microémulsions, parmi ceux-ci la lécithine de sefde liquide de vaisselle. Avec ces
deux produits, la microémulsion obtenue est de typele dans 'eau (H/E). Ce type
d’émulsion nous intéresse moins parce que le marquepeut pas étre encapsulé dans
les gouttes. Les tentatives de sa fabrication rmersnettent de découvrir tous les
parametres qui ont une influence sur la taille glagites tels que : les proportions entre
les phases (eau, huile et tensioactif), la vitetske temps de d’agitation. Les deux
phases de liquides que nous avons utilisées dantests sont I'huile de colza et I'eau
distillée. Apres plusieurs essais avec les goutésle(H/E), nous avons congu un
protocole de fabrication de microémulsion simpléH)Eet double (E/H/E) avec des

produits spécifiques et non toxiques, comme l'indigt les deux paragraphes suivants.

3.5.3.1 Emulsion simple : eau dans 'huile

Le protocole congu pour fabriquer les gouttes aeslgons simples marquées par
I'Endorent’ est fondé sur le diagramme de phase ternairérélpsr la Figures-26.

2% vol.lvol?®

du Sorbitan monooleatéSpan 80 (Sigma-Aldrich), tensioactif
non ionique de HLB 4,3 congu pour stabiliser I'ésiaih simple“E/H”, est mélangé
avec 78% vol./vol. de I'huile de paraffine (minégliquide (VWR Prolab8) pendant 5
min par un agitateur magnétique (agitation mecag)iqune solution aqueuse composée
de 19% vol./vol. de l'eau distillé et 1% de I'Endof est mixée avec la solution
précédente a une vitesse d’agitation élevée (125n) afin de produire des gouttes de

taille d’environ 10-55um (Figure3-31).

13 yol./vol. : Concentration volumique d’une subseeapl/ml ou ml/ml de solution.
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Huile + tensioactif Eau + Endorem

lipophile

Emulsion E/H

Figure 3-31 : Préparation d'une émulsion simple de I'E/H naée par 'Endoreff en utilisant un
tensioactif lipophile.

3.5.3.2 Emulsion double : eau dans I'huile dans 'eau

Le processus de fabrication de I'émulsion doublel@®ule en deux étapes. La
premiére étape concerne la préparation des émalsiomples'E/H” de la méme facon
que dans la sectior3.6.3.1), mais en utilisant un nouveau tensioaotf) ionique, de
proportion volumique différente. 7% vol./vol. de rBitan sesquioleaté Span 83
(Sigma-Aldrich), de HLB 3, est mélangé pendant 5 min avec 80% de I'huile de
Paraffine pour étre ensuite mixé, a 375 tr/min endant 5 min, avec une solution
aqueuse composée de, 12% vol./vol. de I'eau distikt 1%, de I'Endoretn La
seconde étape concerne la reémulsification, a B2ntdans 5 min, de 82% vol./vol.
des gouttes marquées obtenues en premiére étapeikrsolution composée de 'eau
distillée (17,99% vol./vol.) et du tensioactif PokyEthylene Sorbitan monooleate
“Tween 80 (0,01%), de“HLB ” élevée“15”, afin de produire des émulsions E/H/E
marquées (taille 50-151m) (Figure332).

Nous avons fait, avant le marquage des gouttelletlgs, plusieurs préparations
préliminaires avec les composants évoquées darseddions 3.5.3.1) et 8.5.3.2) afin
de régler la taille selon la vitesse et le tempgyiation ainsi que, selon les proportions
entre les phases. La taille obtenue dans les gasdiiinaires peut changer en ajoutant
ensuite I'agent de contraste aboutissant a la neatldn de la viscosité du milieu a
disperser (eau et Endor&n De plus, les proportions entre les phases oét ét
légerement modifiées, notamment la quantité duidansf, afin d’augmenter la
stabilité des gouttes et éviter la diffusion duduwid de contraste vers I'extérieur.

Le pourcentage 1% de I'Endor@mue nous avons utilisé dans les gouttelettes est
considéré optimal pour leur visualisation fRM. Il est déterminé aprés plusieurs essais
avec d’'autres quantités qui n'ont pas démontrénflieence sur leur signaRM.
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(a)
Eau + Endorem + Huile
+ tensioactif ipophile
Enulsion E/H Eau + tercsioactif
v hpdruphile
(b)

Figure 332 : Préparation d’une émulsion double de I'E/Ht@arquée par 'Endorefhdans deux étapes :
étape de préparation avec un tensioactif lipophdleyne forte vitesse de cisaillement, une émuldmn
I'E/H contenant le marqueur Endorénfa), et étape de préparation avec un tensioagiifrbphile, & une

faible vitesse de cisaillement, une émulsion d&VE.

3.5.3.3 Préparation du support et images microscopiques

Les émulsions simples (E/H) et doubles (E/H/E) sdatés séparément dans des
boites de Pétri contenant deux matiéres différetaegaraffine solide et le gel d’agar
agar. La premiere, a base d’huile, a une affind@rpges émulsions inverses (E/H), en
revanche, la deuxieme, a base d'€dydrogel’, a davantage d’affinité pour les
émulsions directes (E/H/E).

La paraffine solide est de la cire, elle est fonghae échauffement pour étre
ensuite versée dans une boite de Pétri. Quelgudss émulsions marquéég/H”
seront dispersés dans la paraffine liquéfiee apoésrefroidissement (50°C) et avant
solidification. Lorsque la paraffine redevient gelj les gouttes d’émulsion sont
totalement séparées et fixées par le contenarterhpérature de la paraffine a 50°C n’a
pas montré une influence sur la stabilité des éondssimples dont la taille et la forme
sont vérifiées sous microscope avant que la pagffevienne totalement épaisse.

La préparation du gel agar agar comme support pesirgouttes d’émulsion
E/H/E, est réalisée de la méme facon que danscteosg3.3.1.6), mais cette fois-ci la
boite de Pétri est totalement remplie par le gghdfié. Quelqueul des émulsions
marquées E/H/E” seront dispersés dans le gel liquéfié aprés mhésement et avant
solidification.

La stabilité des gouttes d’émulsions marquées éstrminée par des images

microscopiques qui sont prises directement apregleparation.
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3.5.3.4 Imagerie par RM

L’imagerie parRM des boites de Pétri contenant les émulsions singpldoubles
est réalisée 2 heures aprés leur préparation. l@eadre la fabrication des gouttes (ou
globules) et I'acquisition palRM accentue en plus leur stabilité. Une séquedide
SPGRpondérée e, de paramétres, TR/TE : 35/6 ms; 45°, épaisseur: 0,7 mm,
taille de pixel : 546x 546 um?, zip 512. La dimension deOV choisie (14x 14 cm?)
ainsi que l'antenne utilisée (antenne cardiaquej souvent utilisées dans cette these

pour I'imagerie des émulsions. Ces parametresdasiinés aux acquisitions vivo.
3.5.4 Résultats

La Figure3-33 illustre les images microscopiquediRRM des émulsions simples
(A et B) et doubles (C et D) prises respectivenages quelques minutes et deux
heures aprés leur préparation respectivement.

Sur les images microscopiques, la taille des gsuitaples ainsi que des globules
doubles est d’environ, 385 um et 56-157 um, respectivement. Sur les imagd&m
pondérées em; des boites de Pétri, des trous noirs sont aisépeeQiis par un imageur
d’intensité 1,5T et la stabilité du marqueur a témeur semble étre obtenue
[Jassar2009]. Cependant, les émulsions doublesrsoims bien représentées sur les
imagesiRM-T; que les émulsions simples. Leurs tailles sont phyertantes que celles
du premier type d’émulsion (simple), la quantité mharqueur mise dans les deux
systemes d’émulsions est toutefois la méme. Leepaesdes trous noirs sur les images
IRM correspondant aux deux systemes d’émulsions rédsencelle des microsphéres
(Tris-acryl, Hépasphéreet alginate) marquées par le méme type d’agenodgaste et
qui sont déja évoquées dans les sections précédémtalose de produit de contraste
choisie pour le marquage des eémulsions est altisfassante, elles sont détectées par
une antenne et un champ de vue remplissant degtioasdi’acquisitionin vivo. Ainsi,
les gouttelettes ont atteint la taille prévue estibilité suite a un choix favorable de
plusieurs parametres concernant les proportion® dées composants, le temps et la

vitesse d’agitation, et le type du tensioactif a ddLB ” différentes.
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Figure 3-33 : Images microscopiques et IRM-des émulsions simples (A et B) et doubles (C gt D)
marquées avec I'EndoréinlLes diamétres respectifs de ces émulsions sanixég 1055 tm et a
50-157 ym. Le diametre des gouttes a l'intérieur des glebidn émulsion double est de-63 ym. Les
trous noirs dans les images RM correspondent auxte® et globules marquées avec I'Enddtem
Séquence 3D-SPGR : matrice : 28856, FOV : 14x 14 cm?2.

3.5.5 Discussion

Les deux produits de tensioactBpan 80 et “Span 83, appartenant a la famille
des esters de sorbitaifSpan”, sont typiquement utilisés dans la fabrication des
eémulsions simples E/H. Ce choix est fondé sur plusi facteurs : la formation des
micelles inverses au-dela la CMC se traduit patifasinution de la tension interfaciale,
la haute stabilité acquise par linterface eauéndibrs de l'augmentation de la
concentration de l'un des deux tensioactifs, ehsBnsibilité de [Iinterface a
laugmentation de la température (Span 80 [25°;508pan 83 [25°-37°C])
[Foyeke1998]. Ces facteurs dépendent notammerd deucture moléculaire (Annexe

C, FigureC-1) ainsi que de I'hydrophobicité des surfactantsn@xe C, TableaG-2).

L'utilisation de 2% vol./vol. de Span 80 dans lanfoilation de nos émulsions
simples a démontré la formation des gouttes stadbles la présence de marqueur a
I'intérieur. Les essais préliminaires concernanir liabrication avec des pourcentages
de Span 8@u-dessous de 2% vol./vol. n'ont pas montré unieilgéaparfaite avec la
présence de I'agent de contraste, mais une séabgit atteinte sans sa présence jusqu’a
0,5% vol./vol. En revanche, en augmentant la qt&artu Span 80 au-dela de 5%
vol./vol., des attractions entre les gouttes spmasues. A 2% vol./vol. de Span 80, le
marqueur est toujours a l'intérieur des gouttestteCquantité de Span 80 peut étre
suffisante pour que les molécules du surfactantistierface eau-huile soient proches
afin d’'empécher les molécules de marqueur de passavers cet interface. Autrement,
il est probable que les molécules de marqueur Edutians I'eau soient adsorbées

directement aux molécules de surfactant, et pasémrent le marqueur reste toujours a
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I'intérieur des gouttes. L'adsorption peut étreseftiée entre le revétement du marqueur
(Dextran) et le groupement hydrophile du surfactant

Les gouttes-images microscopiqgues mesuréesparbfont les seules dont nous
pouvons détecter la présence sdid. Aprés plusieurs essais préliminaires de
détection soutRM des gouttes d’émulsion de taille petite36 um], pour une quantité
du marqueur a l'intérieur similaire a celle misensldes gouttes de taille [£80 um],

les gouttes de taille {80 um] ne sont pas visibles.

Figure 3-34 : Images microscopiques, a gauche, et IRMaTdroite, des gouttes d’émulsion simple de
taille 6-30 um réparties séparément dans une boite de Pétri.d0estelettes sont invisibles dans les
images RM. Séquence 3D-SPGR : matrice : 2866, FOV : 14x 14 cm?2.

Avec une IRM a BT, le seuil de détectabilité en termes de dimensies

gouttes ne correspond pas a une dimension inféree60um.

L'utilisation d’'un surfactant lipophile, notammeetSpan 83 & des concentrations
importantes (7% vol./vol.), combiné a ['utilisatiosu Tween 80 (0,01% vol./vol.)
(Surfactant hydrophile) est intéressant pour langifon de microémulsions doubles
stables avec présence du produit de contrastengérigur. Apres plusieurs essais
préliminaires avec du Span 83 a plusieurs condémisa nous avons remarqué une
rupture de film eau-huile lors de la présence dugoeur, notamment, pour les
préparations contenant une quantité de 8g@anférieure a 5% vol./vol. En augmentant
la quantité de Span 83, la taille des gouttes EVkhi@rieur des globules diminue. Elle
est de I'ordre 19255 um apres la premiere étape de préparation et déréd@60 um
apres la deuxiéme étape (E/H/E), pour une quaidit8pan 83 de 7%. Au-dela de cette
valeur, la taille des gouttes internes va encamardier (< 5Qum), et par conséquent la
détection des émulsions doubles p#RM sera rendue difficile dans la mesure ou le
marqueur se trouve dans les micelles inverses (EJelphénomeéne rencontré dans nos
préparations est en accord avec I'étude de JiaoZ003] sur la rhéologie et la stabilité
des émulsions doubles E/H/E contenant le Span &3 ®veen 80. Il est justifié par

'augmentation de la viscosité du milieu qui cepamtcaura une influence positive sur la
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stabilité du systéme d’émulsion ; stabilité qui tsaduit par la diminution de la
coalescence entre les émulsions inverses et pagnitantation de I'élasticité et de la
résistance du film interne (huile).

Nous avons donc essaye d’établir un compromisgdatvitesse d’agitation et la
concentration du surfactant lipophile ajoutée danmemiéere étape de préparation, pour
que la taille de gouttes internes soit égale a®Qrb. Pour cela, la vitesse d’agitation
appliguée dans la premiere étape de préparationhessie faible par rapport a celle
trouvée dans la littérature. D’aprés Garti [Gar®@P la diminution de la vitesse
d’agitation dans la seconde étape de préparatisrénrilsions doubles est nécessaire
pour empécher la rupture des gouttes internes. S8oedorte vitesse d’agitation, les
gouttes sont soumises a des collisions aboutissdat coalescence entre elles ainsi
gu’entre les phases de 'eau interne et externg.cGisions sont dues a la création des
flux a I'intérieur des gouttes sous l'effet desctes de cisaillement élevées exercées par
le liquide a I'extérieur [Klahn2002]. Dans notrescée réglage de la taille, des gouttes et
globules a 5Qum et 157um, nous a obligé a utiliser une vitesse d’agitatmie dans la
seconde étape de préparation des émulsions doBlidesque la vitesse externe choisie
ne soit pas conforme pas a la suggestion de Gaatitifl998], nos émulsions doubles
ont démontré une stabilité en présence de l'agentcdntraste. D’ailleurs, le
pourcentage du deuxieme tensioactif (Hydrophilé)sat dans la formulation de nos
émulsions est dans la méme gamme trouvée dans ttlratlire [Jiao2003,
Matsumoto1976], il est inférieur ou égal a la CM@OQL% vol./vol.). Lorsque sa
quantité dans la phase continue (aqueuse) dé@a€3dC, des micelles directes vont se
former et transporter le tensioactif lipophile & présente dans I'huile a I'extérieur
(phase aqueuse). Par conséquent, la concentraiae tensioactif (lipophile) dans le
film d’huile diminue, ce qui aboutit éventuellementa rupture ainsi qu’a la perte des
gouttes d’eau.

Le faible nombre de trous dans I'nmag des émulsions doubles dépend de
plusieurs facteurs (Figur@33 d). Le premier est que I'agent de contrastelques
instants, aprés sa fabrication s'échappe vers lieuréxtérieur en suivant I'un des trois
mécanismes déja évoqués dans la sec8dhn2) : (la coalescence, le mlrissement de
composition et le flux d’eau par gradient de pssismotique). La deuxieme concerne
la température élevée de la gélatine lors de I'aogrhent des globules d’émulsions
doubles dans les boites de Pétri, ce qui entrairtkntinution de leur stabilité. Il est
enfin probable que le contrble de la taille dest@gsuinternes, par la vitesse d’agitation
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et la concentration du tensioactif lipophile, n'gss parfait, et par conséquent la
majorité des calibres de ces gouttes a l'intéraes globules est inférieure a ffh
(Figure 333 C).

Il est probable que les deux premieres causes unleg se produiraient
simultanément étant donné que la rupture du filbpessible. La Figuré-33 D montre
la diffusion d'une faible quantité de l'agent dentraste vers l|'extérieur par un
hypersignal (tache blanche) sur le cété droit deiée de Pétri.

Il est possible de ralentir la diffusion du marqueainsi que la destruction des
eémulsions doubles en utilisant des solutions dejpgsées dans la littérature:

- l'utilisation de tensioactifs de chaines longuds tpie les polymeres afin
de limiter la diffusion a travers I'huile et limitdes phénomenes de
coalescence goutte-globule ;

- l'utilisation de deux espéces comme le glucose danghase de I'eau
interne ainsi qu’externe, especes présentant uolefatoefficient de
perméabilité a travers la membrane afin de limieermdarissement de
composition. Cette solution ne nous semble pascgipe dans la mesure
ou le marqueur n’a pas cette propriéteé ;

- Augmentation de viscosité de la phase d’huile ai@ ralentir les
processus d’échange d'eau et de soluté vers leeunidontinu. Cette
solution peut étre applicable dans notre cas disartt un nouveau type de

I’huile ou en augmentant la concentration du tesxdiblipophile.

Les trois tensioactifs utilisés dans la préparati®ms émulsions simples et
doubles ne sont pas toxiques, ils sont généralemtiigés dans les préparations
pharmaceutiques [Jiao2003]. Ainsi, I'huile minéraleeau distillée et l'agent de
contraste n’ona priori aucun effet secondaire sur le corps humain. Léhdé Paraffine

est utilisée comme un laxatif et 'EndorBmans les injections intraveineuses.

3.6 Conclusion

Le repérage des agents d'occlusions vasculairesumstenjeu, pour l'imagerie
interventionnelle par rayons X, et également, dmraencore plus prononcée, pour

I'imagerie interventionnelle parlRM.
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Comme IIRM ne s’intéresse que rarement au matériel d’emhmis&asculaire, nous
avons donc démontré dans ce chapitre, apres lengquage par des particul&?1Q, la
possibilité de leur détection pERM, et ceci avec des tailles multiples d’édificesnia
ceux-ci, des agents docclusions permanents (npbexes de Tris-acryl
“Embosphér@” et microsphére absorbantéslépasphéres” et agents dégradables
réalisées par nos soins (microspheres d’alginatstemes d’émulsionSsimples et
doubleg) ont été utilisées. Les Embosphé&rest pour champ d’application clinique les
fibromes utérins. Par ailleurs, les Hépasphérdss microsphéres d’alginate et les
microémulsions, servant éventuellement de vectalgsgrogues sont employés pour
des champs d’applications cliniques divers, marsiqudierement pour les carcinomes

du foie.

La détectabilité des microparticules a été réalmfredes modéleis vitro, ex vivoet
dans des conditions similaires a celles qui samtaetréesn vivo. Les microparticules
apparaissent sur les imag&M pondérées eiii; et T,/T; par des trous noirs quelque
soient leur disposition et leur taille. La préseded’agent de contraste a l'intérieur est
généralement stable. Les essais concernant latidétee ces agents d’occlusions dans
des conditionsin vivo est possible avec une séquence ultra-rapide @riestune
antenne cardiaque mais nettement meilleure avetcech@ique3D SPGR La quantité
de marqueur introduite dans les différents typesaeoparticules varie d’une situation
a une autre. Elle peut étre optimisée, selon champse aprés plusieurs essais de
détectabilité patRM pour que leur visualisation se présente sous fatimgposignal
(trous). Le contraste environnement-trous est ret@en opérant a 3T. Selon nos
observations, le seuil de détectabilité des ag#otzlusions vasculaires avec UM

a 1,5T correspond a une dimension des micropagsalienviron 5qum.
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L’embolisation d’'un organe par des microparticules, tissu ou une cellule malade
aboutit a leur dévascularisation, compléete ou elietiselon le matériel utilisé. L’action
des agents d’occlusion pourrait étre renforcéedearmolécules actives encapsulées a
l'intérieur ou fixée a la surface. En particuliexes molécules pourraient étre des
anticorps, des cytotoxiques, des cellules soudtes, Dans ce cas, les microparticules
auraient un rb6le thérapeutique supplémentaire, |,loefficace, avec des effets
secondaires moins prononcés que durant les infecsipstémiques.

La visibilité des microparticules sous IRM étantmidtrée quand elles sont chargées
par des molécules actives, leur répartition spat@hr rapport aux cellules cibles
pourrait étre connue. On peut imaginer que le F@gkcal des molécules actives
donnerait alors une meilleure efficacité. Cependagtte localisation peut étre perturbée
par le drainage veineux ainsi que les shunts av@neux, déja évoquées dans le
chapitre.l.

Nous nous sommes interrogés sur l'influence de @@nage sur le contenu de
microparticules. Pour que le marquage perdure amscdu temps et reste visible a
'IRM, le produit de contraste doit rester emprisénaussi bien que possible dans
I'agent d’occlusion. De méme, la qualité de la fiza de I'agent actif sur le support est

un facteur important.

Pour explorer les conditions d’une libération deagipes actifs et des marqueurs, nous
avons étudié trois mécanismes différents, qui campbles trois parties de ce chapitre.
La premiere partie4(1) concerne I'étude de linfluence du drainagéneex sur le
contenu d’'un agent d’occlusion non dégradable quesravons chargé avec le SPIO
(chapitre.3), les HépasphéresCelles-ci sont des vecteurs d’embolisation dte foi
destinées a transporter des substances cytotoxifimse objectif est d'étudier la
fixation d’'un agent de contraste sur ce matérielmdiolisation, sans la présence de
produit cytotoxique, et d’observer son éventuedngdge en appliqguant dépressions
négatives ou dépressiomui simulent le drainage veineux. Nous avons congu
modeéle expérimental in vitro avec la présence dépalsphéres marquées dans un
environnement simulant grossierement une vascataris tumorale et son drainage
veineux. Nous avons contrdlé trois parametres lét,dé pH et la température, dont on
connait par ailleurs le réle dans la physiologie tieneurs [Endrich1982, Weiss1979, et
Vaupel 1989]. Leurs ordres de grandeur correspdnalex valeurs réelles rencontrées

dans les carcinomes de foie [Vaupel 1989]. Le sigha liquide de drainage est



Perspectives pour le relargage des principes actifs 163

quantifié, et la méthode décrite au chapitre.2me¢tant la détermination de tres faibles
variations de produit de contraste relargué, afiség. Dans un second temp&2),
I'utilisation locale des substances anti-VEGF egpl@ée, d’'une part car c’est une
alternative a ['utilisation des substances cytajoes dont la manipulation est
relativement dangereuse d’'une part, et d’autre parduse de l'effet paradoxal de la
stimulation de la croissance vasculaire lors denlbelisation [Jain2001, Li2004,
Xiong2004, Kim2001]. On peut ajouter que, commesast des produits onéreux, leur
utilisation locale plutét que systémique seraitimogée et serait ainsi un geste
d’économie. L'étude de la fixation d'immunoglobwdinlgG) sur des microsphéres,
comme modéle d'anti-VEGF, a été réalisée en colltlm avec des biochimistes de
'UTC. Enfin, dans la troisieme partiel.8), I'étude des émulsions est abordée. Les
couples eau-huile peuvent constituer des véhicuedes pour des principes actifs,
mais leur stabilité par rapport a des microparéisuimoins bonnes. Nous avons donc
exploré leurs propriétés mécaniques et électrigeiegnsuite nous avons présenté les

résultats obtenus et les perspectives thérapestique

4.1 Influence du drainage veineux sur le contenu des

Hépaspheres en SPIO

4.1.1 Position du probleme

Dans le cadre de la physiologie tumorale, nousel@mg que le drainage veineux
le plus intense est représenté par la perfusiorgusa® a travers des shunts
artérioveineux. Elle peut atteindre 30% du fluxéad irriguant une tumeur maligne
sans gu'il y ait le moindre processus d’échanges daméseau capillaire [Endrich1982,
Weiss1979, et Vaupel 1989].

Les Hépasphéresque nous avons marquées précédemmenSpid sont des
microspheres non dégradables a usage cliniques &bliet concues pour I'embolisation
artérielle hépatique ainsi que pour libérer progjkesnent, a proximité de la tumeur,
des médicaments qu’elles sont censées a transporter

Le couplage microspheres-SPIO comporte plusieucsnimues : La premiere
inconnue est la dose @&PlOnécessaire a la visibilité de ces microspherdfih Elle
a été déterminée au chapitre.3. La seconde eststahilité. Les Hépaphéressont
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censées larguer leur charge d’anticancériusitu par diffusion. Le relargage du
contenu serait aussi forcé par l'influence du digen veineux avant que ces agents
d’occlusion n’atteignent les vaisseaux cibles etbelsent la tumeur. Quand
'embolisation est réalisée, un shunt artério-veingeut court-circuiter la région
nécrosée intra-tumorale [Tancredil999]. Ce shuwméc aune différence de pression
sanguine des c6tés artériel et veineux, peut @reopru par un flux sanguin a haute
vitesse pouvant avoir une influence sur le contdes Hépasphérés Nous avons
besoin de comprendre s’il y a libération d’agent amtraste a I'occasion de ce
“drainage veineuX et de quantifier la dissociation. Il s’agit dorstite au chapitre.3
d’évaluer une possible utilisation clinique des aigghéres avec un marquag@P1Q

Nous avons concu un modele de drainage veineux Emwmettre les
Hépasphéres marquées & un environnement similaire & celui ékeau vasculaire
développé aprés embolisation de la région cibleusNavons pris dans ce modele les
ordres de grandeur de plusieurs facteurs physmlegi rencontrés souvent en amont,

au sein et a travers une tumeur tels que le daélgmpeérature et le pH [Vaupel1989].

4.1.2 Matériels et méthodes

Nous présentons dans un premier temps les matdtielaous avons utilisés dans
le modele du drainage veineu&.1.2.1). Ensuite, nous parlons du protocole dei sui
(4.1.2.2) pour ce modele qui est composé de detepate fonctionnement du modeéle

et les mesures effectuées sur les imaghs

4.1.2.1 Matériels

Le modele simulant le drainage veineux est commieséplusieurs matéeriels
montés dans un circuit fermé : des Hépasphereg00-800 pum) marquées par
I'Endorent’, une pompe péristaltique, un bain thermostat, ret colonne en verre
(Figure41).
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Figure 41 : Modele in vitro simulant la présence des Hégh@ses marquées a un drainage veineux. Le
liquide de perfusion est recueilli dans des flacendas a droite.

¢ Pompe péristaltique

La pompe péristaltique est utilisée pour simulerfllex sanguin que nous
remplacons par du sérum physiologique. C’est unei-pumpe [Réf. 40578 Fisher
Bioblock Scientific] permettant de délivrer des igliaibles et précis de 0,4 jusqu’a 85
ml/min. Les Hépasphéresétant utilisées dans I'embolisation des carcinothegoie,

nous réglons le débit de la pompe pour un flux sangorrespondant a ce type de
tumeur. D’aprés la littérature, il est de I'orddel5 ml.g' .mifn*[Vaupel1989] soit 2,4

ml.min™ pour une tumeur hépatique de 16g. Nous réglopsnape sur un débit de 10
ml.min?, surestimé quatre fois pour une tumeur hépaticriel@y, afin de tenir en
compte les 30 a 42% du débit dans les shunts@rédneux avant et aprés embolisation
des portions tumorales bien perfusées, et de Fetationnel de I'organe avant et aprés
avoir été touché par un cancer. Cette valeur dit dépposée est au dessus de la réalité,
ce qui nous donne une marge de surestimation.

Ainsi, lorsqu’'un pompage de 8h aura été réaliséetait en réalité I'équivalent
d’environ 32h, soit 1,3 jours de drainage veinewndaarcinome de foie que I'on aurait

simulé, toutes conditions environnementales étappasees identiques.

o pH
D’aprés la connaissance de la physiologie tumofetapitre.1), le pH de ce
milieu se déplace vers l'acidité, particulieremdans les tumeurs volumineuses ou la
perfusion sanguine est faible [Kallinowskil989]. uPola plupart des tumeurs

humaines, le pH extracellulaire varie entre 6,1%,40 [Vaupel1989]. Cette gamme de



Perspectives pour le relargage des principes actifs 166

valeurs est confrontée a un pH entre 7,0 et 7,4 pmitissus normaux. Pour un
carcinome de foie, le pH extracellulaire n'est magore bien défini, a cause de
'imprécision des méthodes de mesures [Vaupell9BOlir cela, nous effectuons la
simulation de notre modele a deux pH différent®) 6f 7,0, pour déterminer
linfluence du pH sur la dissociation de la pairépdsphére-SPIQ I suffit donc de
diluer de I'acide chlorhydrique dans du sérum pbiggjique pour obtenir un pH de 6.
La solution est ensuite utilisée dans le circuihdge modéle.

e Température

Nous plongeons les composants de notre modéleremi@dt dans un bain
thermostat [Julabo 5 litres, Réf : ED-5A/B] a 37%e, qui correspond a la température
du sang corporel.

Les Hépasphérésmarquées sont censées étre utiliséesivo, donc dans un
corps a 37°C. Pour réaliser les mesures Holka cette température, nous plongeons la
boite de Pétri, déja préparée (chapitre.3), dand'edmi tiede a 43°C, puis nous
I'enfermons dans un systéeme d’isolation en polgstgr (Figure4-2). La séquence est
lancée au moment ou le thermometre mesure une tatapgde 37°C. De cette facon,
nous nous approchons de la réalité pour tenir cengot changement de signal,
notamment pour les séquences pondéréds.en

Thermomeétre

37°C

Couvercle

' Thermistance

Bécintant
ecipien Boite de Pétri
Polystyrene |

Figure 42 L Systeme d'isolation thermique en polystyrermurpconserver la température des
Hépaspheres d’une boite de Pétri a 37°C.

4.1.2.2 Protocole de suivi

Ce protocole présente deux voies : la premiére araecune mesure directe du

signal des Hépasphéresfin de déterminer la quantité d’Endoféravant et aprés
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pompage, la seconde est la mesure du signal dddigie perfusion afin de déterminer
la quantité d’Endorefhlibérée des Hépasphéreau cours du pompage.

Notre modele procede de la facon suivante :

Nous appliguons dans un premier temps le protodelenarquage et de ringage
des Hépasphéres du chapitre.3 (3.3.1.2) pour obtenir des micréspd marquées
détectables & IRM. Nous chargeons les Hépasphéreavec 25% d’Endorefh
(pourcentage volumique), un pourcentage optimal r pda visualisation des
microspheres apres 4 ringages au sérum physiolegigns une colonne en verre. On
récupere une petite partie de microsphéres qui gélifiée et ensuite sera utilisée
comme témoin (avant pompage).

On réalise plusieurs cycles de pompage successits ltkures en prélevant une
fois au cours de chaque période un échantillon poiwre la variation de dose &°10
dans le liquide perfusé et dans les microsphenes@urs du temps.

Une fois les Hépasphérésnarquées et rincées, elles sont placées de nouveau
dans la colonne en verre en amont de la pompetgégae (Figure#1). Le circuit est
rempli avec 20 ml de sérum physiologique. La poegtesnsuite activée pour une durée
de 2h sans interruption. A la fin de ces 2h, onégweede la colonne une petite partie des
microsphéres qui sera gelifiée (voir chapitre.8tisa 3.3.1.6), et en bas a droite de la
colonne en verre 10 ml du liquide perfusé placasdm flacon en verre. Le reste du
liquide est jeté. Les microspheres et le liquidgddusion sont ensuite passésiRW
pour identifier la quantité¢ de produit de contrabb®ré des HépasphéresNous
mesurons sur les imagé&M obtenues la variation du signal des Hépasphéagssi
que du liquide perfusé (échantillon). Nous recosranla méthode de correction du
chapitre.2 pour I'évaluation des signaux dansresges.

On réalise un nouveau cycle de pompage de 2h avezsie des Hépasphéres
mais en rajoutant de nouveau dans le circuit 28avdérum physiologique. Le pompage
se fait a 37°C et nous maintenons une réserverdengghysiologique a 37°C pour que
la température du nouveau cycle reste constantaéfite généeralement de 4 cycles,

soit 8h pour une expérience.

Puis_la reproductibilit@st vérifiee avec une nouvelle série de quatriesyblous

obtenons au total huit flacons contenant le liquitke perfusion, répartis en deux

groupes : le premier correspond aux 4 flacons deréamiére série (série-1), et le
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deuxiéme correspond aux 4 flacons de la seconde &sgrie-2). Cette étude de
reproductibilité est effectuée en milieu neutresta-dire a pH7.

On étudie également le role de I'aciditéec une troisieme série de 4 cycles de 2h

réalisée a pH6. Les mesures du signal imidR)d des quatre flacons ainsi obtenus
(série-3) sont comparées a celles des quatre Baaeiha série-1.

a) Sequences IRM

On utilise pour la détection des Hépasphérespour la quantification du liquide
de perfusion, des séquentB$/ distinctes.

La détection des Hépasphéresst réalisée avec la séqueB&e SPGRdécrite au
chapitre.3 (section 3.3.1.7). La technique de cgdtpience permet d’obtenir un signal
important d’un volume et des coupes fines jointiygsqu’a 0,7 mm. En revanche,
I'imagerie du liquide de perfusion est réaliséecaleséquenc&SE-XL T décrite au
chapitre.2 (section 2.3.5.3) lors des acquisitgunse fantome.

b) Mesure du signal des Hépasphéres

On cherche a estimer le relargage d’EndStepar mesure directe sur les
Hépasphéres

Le temps de relaxatiofi; dépend largement de la température (2,1%/°C) [Le
Roux1994 et Imran2000]. Pour une séqueBEela variation relative du signal est de
'ordre de 1,15%/°C [Imran2000]. Nous prenons cetdar en considération en
mesurant le signal des Hépasphérasant et aprés échauffement. Avant échauffement,
la séquence est lancée quand les boites de Pétrpkmgées dans un petit réservoir
d’eau. Dans ce cas, les Hépaspherasquiérent la température de I'eau (24°C). La
séquence est également lancée quand les boitedrdeddt enfermées dans le fantdme

d’isolation pour une mesure a 37°C (secdoh?2.1).

La variation relative du signal des microparticudss déterminée par I'expression

suivante :

AS

3 / AT @-1)

Ou : AS est la différence du signal des Hépasphesant et aprés échauffemensS

est la moyenne de la différence pour les 4 cyctespaﬂﬂpage,éest la moyenne du
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signal avant échauffement pour les 4 cycles de pge@®tAT est la variation de
température.

Le signal des microsphéres est déterminé a I'agsROI” tracées sur chaque
trou. 3 parametres sont pris en compte pour la reeBusignal :

- La taille des trous : elle est de quelques millneeide diameétre au maximum

et, par conséquent quelques pixels contribueniggals

- Le niveau de microsphéres : lors de la fixationmésosphéeres dans une boite
de Pétri et donc les Hépasphéresont maintenues autant que possible au
méme niveau mais un risque existe que les microsptee trouvent a cheval
sur deux coupes, et qu’'il existe un effet de volyraetiel sur la mesure du
signal.

- La tailles des microsphéres : la taille des Hépassh gonflées est comprise
entre 600 et 80Qum, la quantité de marqueur a l'intérieur n'est paws la
méme selon leur volume, ce qui crée une différedee signal d'une
microsphére a une autre.

Afin de contourner ces difficultés, nous mettonsrigrosphéres dans chaque
secteur de la boite de Pétri et nous moyennonigialsde celles qui apparaissent sur
les imagedRM. Les trous-images sont arbitrairement considéoésnte des régions
dont I'intensité est faible, mais déterministe,duribe par les microsphéres marquées par
SPIO

c) Mesure du signal du liquide de perfusion: dissbora

Hépasphéres—Endoren?

e Disposition sur le support tournant amagnétique

Les 8 échantillons de 10 ml sont disposés sur ppa@t tournant amagnétique
dans la configuratioh considérée comme la meilleure pour la compensatgrdéfauts
d’intensité (chapitre.2, section 2.3.5.4). Chaqueupe de 4 échantillons constitue une
matrice carrée, les huit échantillons sont répastis deux matrices d’'une facon
équidistante du centre de suppoftCarré-1" et “Carré-2° a 45° (Figure4-3). Le
premier groupe de quatre échantillons correspondgaatre cycles de pompage de la
série-1 (a pH7) disposé sur la matric€arré-1". Le second groupe d'échantillons
correspond aux quatre cycles de pompage de lazéipH7 ou de la série-2 a pH6
disposé sur la matriceCarré-2” a 45°. Un flacon C de sérum physiologique est

commun aux deux matrices (indice 0).
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Carré-2

Série-2

Carré-1

Série-1

Figure 43 : Répartition des deux groupes de flacons, gpomdant au liquide de perfusion, sur le
support tournant amagnétique, selon deux matricé€arré-1” correspondant aux quatre cycles de
pompage de la série-1 (2h, 4h, 6h et 8h — coulese) et‘Carré-2” & 45° correspondant aux quatre
cycles de pompage de la série-2 (2h, 4h, 6h et@hHeur bleue). Les flacons sont équidistantsehtre

C. Les chiffres de 1 a 8 sont les indices de musities flacons sur le support par cycle de pompuige

2h. L'indice 0 correspond au sérum physiologique.

e Correction de signal IRM mesuré du liquide de p&idn

Pour la quantification précise du liquide de padasnous corrigeons le signal en
deux étapesDans la premiere étapeon effectueun pré-traitement par rapport a un
fantbme homogene composé de 9 flacons (chapigecion 2.3.5.2)La secondeest

une compensation du signal entre le centre etrlphpie.

Quelque soit le contenu du fantéme d’huile ou darséphysiologique, le résultat
de la correction démontre un progrés quant a lgedsson du signal image des flacons
par rapport a celui du centre (le centre est laoréeta plus homogene de I'antenne)
(chapitre.2, section 2.3.5.4). Cependant, il esbenincomplet, la correction n’a pas pu
égaliser le signal des flacons périphériqgues pppad a celui du flacon central,
guasiment stable dans les quatre orientations.

Pour que la méthode de correction soit completsiglus images tout d’abord
sont acquises dans les quatre orientations (Supéfi€”, Inférieure“l”, Gauche‘G”
et Droite “D”) a partir de 9 flacons, pour un fantbme homogégnés pour les
échantillons. Le nombre et la configuration desdtes sur le support, la séquerhiei,
les valeurs obtenues apres la calibration autommatde I'imageur, et enfin I'antenne

volumique restent identique entre fantdme homogéiehantillons.
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Dans la premiére étapele signal mesuré d’'un flacon sur une image powe u
position donnée est moyenné avec les signaux mesurénéme objet dans une autre

position pour les difféerentes orientations. Lesuisitions sur un fantéme d’huile sont

exclues de ce chapitre. Les signaux corrigés sd®mi(n, le signal corrigé pour le

fantdme etSeen(n, le signal corrigé pour les échantillons.

4
= Zi=:L”fant. i,n -
Sfant.(n): 4 ) @-2)
- Zi4=1“éch.(i,n)

Ssch.(n™ 4 @-3)

Avec, Lkant. €t tich. SONt les moyennes des intensités correspondantflacons du
fantdme et aux échantillons, i est le nombre destations (i = 1 a 4) et n est I'indice
de la position du flacon sur le support, n = 0 @ 8tant la position centrale.

Nous déterminons ensuite un facteur de correckgrn a partir des valeurs de
§fam.(n). Il permet de compenser I'écart entre le signadlaton au centre (n =0) et ceux

de la périphérie (n = 1 a 8). L'expression du factie correction est :
Fant(n) = _Sfant(O)/_Sfant(nj @-4)
Dans la deuxiéme étapenous multiplions les valeurs corrigées Seny par les
facteurs de correctionSgfi ) :
Scorrigé.éch.(n)” T fant.(n>)<_S éch.( -5)

La méthodologie de correction compléte est réchatpar I'organigramme de la
Figure44.
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n=0;6=0°;i=1 Compensation du signal
(Ssch) par les facteurs de
correction du fantéme
4 (Ffant(n))
Acquisitions d’'images
Fantdme et échantillon
v
6=6+90° M q
i=it+1 esure de
Hrant.(i,n) Mesure
n=n+1 Mesure de
Hech.(i,n)
Oui Non
n=0
Oui
i<4
f ere 4 .
_ 1 eétape .Moyennage selo_n les Correction
orientationgFantdme et Echantillons)
: Sant.(ny (POUr N=0 & 8)
S Séch.(n) (pour n=0 a 8)
4 l )
I:fam(n) = Sfant(o)/sfant(fﬂ S : Signal moyenné selon
les 4 orientatior
& J
v Secn. - Signal échantillon
4 sme 4 . ) : Signal fantéme
2°Métape :Compensation par les St SI9
facteurs de correction Fram. : Facteur de correction
_ du fantdm
Scorrigé.éch.(n)= Frant.(nf S éch.( B
N J 5, Ziz Mfant.(i,n)
¢ ant.(n) 4
E\_/aluatlon \graphlque_ du - i Mach giny
signal aprés correction Sech.(n) = T4
finale
fant. : fantéme,éch : échantillon,n : indice de la position des flacons sur le support @ a 8),i : nombre
d'orientaticn (i =1 a 4)0 : anale aprés rotation de suppi : movenne des intensit

Figure 44 : Organigramme représentant la méthodologie daection du signal mesuré. La premiére
étape concerne la correction du signal, pour let@ame et pour les échantillons, dans les quatre
orientations. La deuxiéme étape compense les sigdas échantillons par des facteurs de correction
déduits a partir des images de fantéme.
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¢ Quantification du produit de contraste libéré degpdspheres a partir du
signal de liquide de perfusion
Trois paramétres sont utilisés pour une quantibiogprécise de I'Endorefhdans
les échantillons :

- Séch.(n)’ le signal moyenné des échantillons ;

- §fant(n)' le signal moyenné du fantéme de sérum physiolmgiq

- S

Stal.(n) le signal étalon moyenné dans lI'espace selopdsigions de chaque

flacon d’'une gamme d’Endorém

Aprés chaque cycle de pompage, nous quantifiopsolduit de contraste libéré en
mesurant le signal du liquide de perfusion et enolemparant a la courbe étalon de la
concentration d’Endorefh (chapitre.2, section 2.1.3.3). Cette courbe étadsh le
résultat d’'une soustraction entre le signal d’'uaenme d’Endorefh dilué et celui du
sérum physiologique. La représentation de I'amgétude signal erfhyposignal et
hypersignal sur la courbe est donc relative au sérum physigleg La dilution d’une
gamme croissante d’Endor@ma été réalisée particuliérement dans du sérum
physiologique car c’est le seul liquide qui peunfier les Hépasphéres(chapitre.3,
section 3.3). Pour la gamme la plus étendue pessiblutilisant 5,754 ml d’Endorém
nous avons réparti ce volume dans 24 flacons (Aamdx Les flacons ont été disposés
en 3 étapes sur le support amagnétique de la mé&goa fjue celle décrite ci-dessus,
chacune comportant huit flacons pour une concéntratroissante d’Endorefn et un
flacon témoin de 4 ml du sérum physiologique saué&entre. Trois acquisitionsl&@M
avec la séquencESE-XL T (chapitre.2, section 2.3.5.3) ont été alors réakspour
imager les trois gammes d’Endor®nies paramétres de calibration de séquence sont
les mémes pour toutes les acquisitions. Le sigredun®, pour chaque concentration
d’Endoren?, est soumis a la méthodologie de correction reptés par
I'organigramme de la Figuré4.

La courbe étalon déja décrite au chapitre.2 eséseptée ici par la Figur¢5
selon deux échelles distinctes. En effet, pour f@éses concentrations que nous
cherchons a détecter, il est nécessaire d'utilineréchelle logarithmique (Figu#5 b)

pour pouvoir observer le comportement du signat d&enoins d’imprécision possible.
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De plus, on représente les valeurs du signal, rorragpport au sérum physiologique
(valeurs > 0 et < 0, Figu#5 a), mais positivement comme on le lit sur leages.

Afin de quantifier 'Endoreffi libéré des Hépasphéresi’étalonnage procéde en
3 étapes d’acquisitions successives. Nous calcubbmsoyenne des valeurs du signal

des flacons témoins au centeg, ) moyennés selon les orientations.

r#oin.étal.(o

4
3 | Ziz1Métal (i,0)
Sl g

(4-6)

_%émoin.étal.(O): 3
Ou m est le nombre des acquisitions successivasutela gamme d’Endoréin

280 _ —
240 4 |~ Etalon/
200> 4
180 4
120 -
80
40
0% ' ' .
409 5 10 15 20 25 30

Signal

80
-160 ,
-200

a Dose d’Endorem® (% volumigue)
480 -
450 - T
420 - -+ Etalon

390 - | — Sérum phy|

T N ——
0.01 0.1 1 10 100

| KRR R AR R

h Dose d’Endorem?® (% volumigue en échelle logarithmique)

Figure 45 : Deux représentations pour la méme courbe étale 'Endorerfi : (a) Courbe étalon
obtenue aprés soustraction du signal d’'une gamnimdbrent de celui de sérum physiologique. (b)
Courbe étalon sans soustraction du signal d’'une mand’Endorerfi en échelle logarithmique de celui
du sérum physiologique. Le trait horizontal corresd au signal du sérum physiologique puisque le
point représentant ne peut pas étre représentéhkalle semi log.
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Ensuite, on égalise les valeurs des signaux aueceet la matrice des échantillons a

MesUrer,Sigmoin éch.(or VeC ces valeurs de ceux trouves au centre degesaetalons,

Stémoin.étal.(ol :

A 5 (4-7)

temoin(0)= (Stémoin étal.(0)S témoin éch. (!

Cette différence Awmoiny €St utilisée pour compenser les valeurs des wigmes

échantillons périphériques corrigés une secondge $8!)rrigé éch.(n Elle correspond a

la 3™ étape de correction.

S (4-8)

Sfinal corrigé éch.(n): A témoin corrigé é).

Les trois étapes de correction effectuées pourubntification de I'Endorefh
libéré en utilisant la courbe d’étalon sont réadpis dans I'organigramme de la Figure
4-6.

On rappelle que les signaux mesurés corresponddiguade de perfusion, apres
plusieurs cycles de pompage, a une températuré’@et un pH6 ou pH?7.

Les résultats de cette étude sont représentés fgableaw-2 dans le paragraphe
4.1.3.3 (Comportement comparé de relargage desospiceres de Tris-acryl et des

Hépasphéres

d) Mesure du signal de liquide de perfusion: dissbora Tris-
acryl-Endoren?

Le brevet d’invention concernant I'incorporation 8210 dans le polymére de
Tris-acryl décrit sa stabilité a long terme [Laugf91] (chapitre.3, 3.2.1). Nous nous
sommes donc servis de microspheres de Tris-acryjugas comme témoins. Nous
pouvons donc soumettre ces microspheres de Tib-a@acmodele de drainage veineux.
Nous comparons les mesures du signal du liquideed®ision aprés pompage pour les
microsphéres de Tris-acryl avec celui des Hépasghéte la série-1. Nous appliquons
le méme protocole de pompage et la méme méthodottgcorrection de mesures qui
viennent d’étre décrits.

Les résultats de cette étude se trouvent danscteoset.1.3.3 (Comportement

comparé de relargage des microsphéres de Tris-etot@ds Hépasphéres
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Figure 4-6 : Organigramme représentant les trois étapesaections de signal des échantillons pour
quantifier précisément Endorénibéré des Hépasphérependant les cycles de pompage.



Perspectives pour le relargage des principes actifs 177

4.1.3 Résultats et discussion

Les résultats sont regroupés et discutés dansoiegarties suivantes :
- Mesure directe du signal sur les Hépasphe(dsl.3.1).
- Mesure du signal du liquide de perfusidni(3.2).
- Discussion des mesures sur le liquide de perfysémmmapport a la courbe
étalon ¢.1.3.3).

4.1.3.1 Hépasphéres

Les Hépasphéressont marquées par 5@ d’Endoren?, soit une concentration
volumique forte de 25%, leur signal prévisible Bucourbe étalon est donc trés faible
(Figure 45 b).

Aprés 8 heures de pompage, les Hépasphéams toujours visibles sur les imadgiv
(Figure #7). On analyse ci-dessous de maniére quantif@enfeiences respectives du
pH et de la température.

Figure 47 : Image T pour des Hépasphérésavant pompage, soit a 0 heure, et aprés quatreesyae
pompage, soit de 2 heures & 8 heures. Les Hépasphsont réparties dans une boite de Pétri, soit 10
microsphéres par secteur.

a) Comparaison a pH6 et pH7
La Figure 48 représente le signal et le contraste gélatmestipour un groupe
d’Hépasphére & pHS6, et pour deux groupes & pH7, dénommés daeste pH7(1) et
pH7(2). On note une évolution non significativedignal au cours du temps par rapport
au signal avant pompage a Oh. Il y a légere terd@anéa diminution de contraste
gélatine-trous au bout de 8h, mais la variatiorsignal n’est significative contenant la
constance de signal et de I'écart-type.

On reléve par ces courbes la reproductibilité dnaliau cours du temps.
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Figure 48 : Signal (& gauche) et Contraste gel-trous (aitn) pour des Hépasphéresyant subi quatre
cycles de pompage a 37°C pour les pH7(1), pH7(PH&L

b) Comparaison a des températures différentes
La dissociation étant réalisée a pH7, nous nousresTintéressés a déterminer la
variation relative du signal des HépasphéraS/S en fonction de la températuke.
La Figure 49 illustre les imagesRM T, d’'une boite de Pétri contenant des
Hépasphéres marquées, aprés avoir été plongée dans I'eau gétatre 24°C (image
a gauche) et a 37°C (image droite), températureodas humain. Les microsphéres sont

visibles quelques soient le nombre d’heures de pgeet la température du milieu.

Eau a 24°C Eaua37°C

Figure 49 : Image T des boites de Pétri aprés avoir été plongées tlaas a 24°C (a gauche) et 37°C
(& droite). Ces boites contiennent des Hépasphémearquées avec 'Endoréhayant subi 4 cycles de
pompage a pH7.

Les allures des courbes du signal pour des Hépasphglongées dans I'eau sont
globalement semblables (mis a part un écart condtam 2,5 fois l'intensité) (Figure
#4-10). L'écart entre elles est lié a la variationldegempérature du milieu affectant le
temps de relaxatioi; de 'ensemble agent de contraste et microsphkresgnal des

Hépasphéres & 37°C est moins intense que celui des Hépasph&e24°C. La

variation relative moyenne du sign{a%s

/AT avant (a 24°C) et apres (a 37°C)

échauffement de I'eau est de I'ordre de 2%/°C (dai¥-1).
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Figure 410 : Représentation du Signal des Hépaspherasyenné (& gauche) et Contraste trou-gélatine
(a droite) a pH7 en fonction des heures de pomgagke la température.

Variation relative moyenne du signal

Heures de e = AS
Sompage s24°C s3r°c S ‘ /AT
Oh 22 18 1
2h 22 18 1
4h 24 19 2
6h 23 14 3
8h 19 17 1
| 2%/°C Moyenne |

Tableau4-1 : Variation relative du signal des Hépasphéremvant (& 24°C) et aprés échauffement (a
37°C) de I'eau ou les boites de Pétri ont été peasy

c) Stabilité du signal

L’interprétation de ces résultats signifie deux sg®) soit qu’il n'y a pas de
relargage, ou soit que celui-ci a été faible quiffecte pas le signal. Le dernier cas
correspond au signal sur la courbe étalon pourquatité d’Endorefh supérieure a
2%.

Une confirmation de ce résultat aurait été de mefdes épreuves de pompage
avec des Hépasphéreshargées avec une dose$RlIO de 1% et de 2%, c'est-a-dire
proche de changement de comportement du signda stourbe étalon pour tenter de
percevoir une variation du signal des Hépasphenearquées.

d) Limites de précision des mesures
Il existe plusieurs parametres qui rendent impescies mesures du signal des
Hépasphéres:
- ROI sont trés petites (moins de 1 mm?), et dondssquelques pixels

émettent un signal mesurable.
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- Volume partiel : bien que les Hépasphérssient toujours visibles sur les
imagesIRM, elles peuvent appartenir complétement a un voxelau

contraire se situ€ra chevat, c'est-a-dire n'y appartenir que partiellement.

- Tallle : Etant donné que les microsphéres ne sasttputes de la méme
taille (600-800 pum), la quantité d’Endorefh absorbée par les
microsphéeres n’est pas la méme. En répartissamil@espheres dans les
boites de Pétri, la discrimination entre les défés calibres est
impossible. Les mesures dépendent de la distributies tailles des
microsphéres qui n’est pas a priori homogéne.

- Homogénéité du signal : méme si la boite de Pétripetite (5 cm de
diameétre), le signal des Hépasphérgeut dépendre aussi du secteur de
leur position.

- Hétérogénéité de la préparation : bien que les anptréres soient
préparées en méme temps, elles ne captent pasaitesgent la méme

charge d’Endorefh

- Mauvais support : étant donné que les Hépasphédeient rester dans
du sérum physiologique, leur présence dans dessbd# Pétri entre deux
couches de gélatine peut entrainer une déshyaratati dégonflement

suivi d’'une perte d’Endorefh

Comme les Hépasphéresont chargées avec une dose trés importan&Pi@
les mesures du signal image-trous correspondent eesultat peu concluant sur la
libération du marqueur. Les mesures du signal indgdiquide de perfusion nous
semblent plus précises pour la quantification dases deSPIO éventuellement libéré

en repérant les valeurs obtenues sur la courbenétal

4.1.3.2 Liquide de perfusion

a) Premiere et deuxieme étape de correction pour ud @Hin pH7
La Figure411 a et la Figure#11 b représentent l'intensité du signal image du
liquide de perfusion, en fonction du temps a pH6pHE7, apres application de la

premiere et deuxieme étape de correction.
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e Signal a pH7

Le signal est supérieur a celui du sérum physiglogiaux deux premiers cycles
de pompage, il diminue de 22% entre 2h et 6h deppge puis devient stable (Figure
4-11 a). Le contraste liquide de perfusion-sérumsjaiggique est élevé, soit 15% a 2h
et 6% a 4h, et quasiment nul a 6h et 8h de pompage.

A. Apreés 1% étape de correction

185 0.2
180 4 ~-PHE --PHE
i S W-PHT [ -PH7
b s obiet] 0.15
165 - —&— Sérum-objet . :
T 155 1 g
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140 é-\ [ 4
135+ ] E t t 0.05 -
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2 4h 6h 8h 2h 4h 6h gh
Heures de pompage Heures de pompage
b. Aprés 2éme étape de correction
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— 160 @
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Figure 411 : Comparaison en fonction des heures de pompagi6 et pH7, du signal du liquide de
perfusion (a gauche) et du contraste liquide-séphysiologique (a droite) pour les Hépasphéret la

1 étape de correction avec de 18"2étape. (a) 1° étape de correction : Signal moyenné dans les
quatres orientations. (b)°2° étape : Signal moyenné et compensé par les factaeircorrection du
fantome.

On observe aprés la deuxieme étape de correctigigdal une diminution des
écarts-type des intensitép (Figure411 b).

On déduit, d'apres la courbe d’étalonnage (Fighkeb) que, lorsque le signal est
supérieur a celui du sérum physiologique et le reste liquide de perfusion-sérum
physiologique est important, une quantité d’EndSteest faiblement libérée des
Hépasphéres Un pourcentage de 0,05 & 0,5 vol./vol., préserdéeelable dans le
liquide de perfusion. Quand le signal est équivaéenelui du sérum physiologique le
contraste devient nul aprées 6h de pompage ou au-tkeldissociation n’est plus

décelable avec notre approche et sans doute régiss.
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e Signal a pH6

Le signal du liquide aprées les 4 cycles de pommsggroche de celui du sérum
physiologiqee. Le signal s’approche également de celui du sghysiologique apres
utilisation des facteurs de correction. Le con&adti liquide par rapport au sérum
physiologique est faible, il ne dépasse pas 3% sNamwvons donc dire dans un premier
temps que le produit de contraste n’est pas préser# le liquide de perfusion, dans les
limites de précision de notre approche. La dissiociad’Endorenf est quasiment

certainement faible voire nulle.

b) Reproductibilité a 37°C et a pH7
La reproductibilit¢ du signal de liquide pour degroupes d’Hépasphéres
“pH7(1) et pH7(2}, marquées de facon similaire par 'Endofera été étudiée pour

observer la dissociation pendant les deux prercigtes de pompage, a pH7.

Les mesures du signal des deux liquides, obterpres #a premiere (Figuré12
a) et la deuxiéme étape de correction (Figélde b), montrent un rehaussement positif
par rapport au signal du sérum physiologique aux d&emiers cycles de pompage.
Elles deviennent ensuite similaires a celles dwmséphysiologique pour les deux
derniers cycles de pompage. L’allure des deux @sudu cours du temps est similaire
et la différence entre elles a diminué de 16% a, 188 6% a 4h de pompage aprées

application de Iaé?eétape de correction.

On constate une différence de relargage non négligependant les quatre
premiéres heures de pompage. Ceci a vraisemblabigooer origine I'hétérogénéité
dans la distribution de la taille et de la charge Hépasphéres
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A. Apres 1% étape de correction
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Figure 412 : Reproductibilité, a pH7, du signal de liquide perfusion (a gauche) et du contraste
liquide-sérum physiologique (a droite) pour deurwges d’Hépasphéres pH7(1) et pH7(2). (a) et (b)
correspondent aux signaux corrigés par f& &t Z™étape de correction.

4.1.3.3 Discussion

La simulation de notre modele apparenté a un emv@ment tumoral, avec deux
pH différents indique d’apres nos mesures unerdiffiée de contraste entre le liquide de
perfusion et le sérum physiologique a pH7 et a pEte différence est élevée a 2h et
4h de pompage, soit 14,8% et 11,5%, et faible émssoit 2,5%.

A pH7, milieu neutre, on observe une dissociatidBndorenf. A pH6, au
contraire, on n’observe pas de libération du prodi@ contraste. Pour un milieu
légérement acide, la présence des iohaffécte soit directement les microsphéres, soit
I'agent de contraste libéré, soit les deux en méamgps. On peut en effet imaginer que
I'acidité du milieu d’'une part modifie les propeét des Hépaspheéresi’une part et
d’autre part annule le signal provenant de 'End6tdibéré. Ce phénoméne suggeére
une analyse du réle du pH.

Pour limiter les hypotheses, nous étudions dangremier temps le signal d’'une
solution d’Endorerfi préparée a deux pH différents, pH6 et pH7. Noasyanns & pH7
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le comportement respectif de microsphéres de Erig-&t Hépasphérespour savoir
s’il se produit le méme type de relargage.

¢ Influence du caractére ionique du milieu sur I'agjde contraste

Les ions H peuvent ils séparer les molécules de Dextran de®particules
d’oxyde de Fer (F£3) ? Le changement des propriétés physiques du marqueut-il
affecter ses propriétés magnétiques ainsi qugfakdu milieu ou il se trouve ?

Deux groupes de solutions a pH6 et pH7 dans lelegusbnt diluées trois
quantités d’Endoref) soit Q025%, Q05% et 375% v/v, dans du sérum physiologique,
soit 99975%, 9P5% et 9625% v/v. Nous obtenons finalement 3 flacons parepidn
flacon témoin de sérum physiologique au centreadrdtrice.

Pour imager les flacons et mesurer ensuite le kigiwais appliquons la méme
méthode que précédemment, avec les flacons disposde support, les conditions

d’acquisitions et la méthodologie de correction mesures de la Figure4.

La Figure 413 représente les résultats pour une imbBg@-igure 413 a) et le
signal (Figure413 b) pour les deux groupes d’Endoferhes 3 flacons en haut et en
bas de I'imageT; correspondent respectivement au premier group@ delutions
d’Endoren? & pH7 et au deuxiéme groupe & pH6. Les concemtsati’Endorerfi (%
volumique) sont notées prés de chaque flacon dedjeT;. Les notations en couleurs
orange et verte représentent le groupe-1 (pH7% efrdupe-2 (pH6). La notation en
bleue au milieu correspond au flacon du sérum plygique. Le signal est représenté

en fonction de la concentration d’Endofeet du pH du milieu.

282 £

i 262 £ ’E ¢ pH7
pll / 0,25% 242 ' B pH6
0.05% . 3. 75¢ 222 "
, 202 £
W 182 £

162 £
142 £
122 £
102 £
82 £

. 3.75% ol

Signal

0,05%

0.25% 42 £

o 22
2 F = T = T
0,05 0,25 3,75
a b Dose d'Endorem (% volumique)

&

Figure 413 : (a) Image IRM T de deux groupes de solution correspondant a tooiscentrations
d’Endoren? (0,05%, Q25%, 375%) diluées dans du sérum physiologique & pHé&dfla en bas de
I'image) et a pH7 (flacons en haut de I'image). $ignal des solutions a pH6 et pH7.
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Les valeurs affectées aux signaux correspondantdeux pH se superposent.
Donc, la différence de pH ne modifie pas le sigited liquides préparés, comme elle
n'affecte donc pas le liquide de perfusion. Nous@mcluons que le faible écart entre le
signal image du liquide de perfusion a pH6 et ¢;al du sérum physiologique sur le
modéle utilisant le pompage a pour origine un me@nelargage de I'Endoréhdes
Hépasphéres ou autrement dit, une meilleure fixation de I'Erefo® sur les

Hépasphéresa pH6. Nous explorons alors la deuxiéme hypothgsd7.

« Comportement comparé de relargage des microsphdee$ris-acryl et des
Hépasphéres & pH7

Le relargage d’Endorefhpar les Hépasphéresa pH7 est comparé a celui des
microsphéres de Tris-acryl au méme pH par la meguisignal du liquide de perfusion
et le contraste par rapport au sérum physiologiGeei est illustré par la Figurel4 au
cours de la premiére et la deuxieme étape de ¢mme©n observe un écart quasiment
nul entre le signal des microsphéres de Tris-aerytelui du sérum physiologique a
toutes les heures de pompage tandis qu'il est ipopour les Hépasphérea 2h. On
constate une différence de contraste entre le deguie perfusion et le sérum
physiologique pour les microsphéres de Tris-acryles Hépasphéres Il ne dépasse
pas 2% pour les microsphéres de Tris-acryl tandi'd @st égal a 9% pour les

Hépasphéres
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a. Aprés 1% étape de correction
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Figure 414 : Comparaison, a pH7 et a 37°C, du signal diile de perfusion (a gauche) et contraste
liquide de perfusion-sérum physiologique (& droif)ur les Hépasphérésavec ceux pour les
microsphéres de Tris-acryl marquées avec I'End6tefa) correspond aux signaux corrigés par &1
étape de correction et (b) par |2

On remarque au cours de la deuxiéme étape de torrame diminution des
écarts-type du signal mesuré. Ce dernier s’ajustgressivement a celui du sérum
physiologique, a 6h et 8h de pompage.

La stabilité du signal et du contraste pour degesjheres de Tris-acryl durant
les quatre cycles de pompage prouve que les padice produit de contraste sont
durablement fixées sur le polymére du gel de Teistal’Endoren? n’existant pas (ou
tres peu) dans le liquide de perfusion. Par cofiGeart entre les courbes pour les deux
types de microsphéres, & 2h et 4h de pompagermenka dissociation d’Endorétales

Hépaphéres et sa présence dans le liquide de perfusion.

Nous interprétons la dose de 'Endorem libéré, &,pitans le liquide d’'apres la

courbe d’étalon.
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Les Figure 415 (a et b) représentent les courbes étalons dien®® sur
lesquelles nous avons repéré les valeurs du sdindiquide de perfusion pour deux
groupes d’HépasphéréspH7(1) et pH7(2). Ces valeurs correspondant &Bhsh et
8h de pompage, sont obtenues apré$§ac®rrection du signal mesuré (organigramme
de la Figure46). A 6h et 8h, le signal du liquide se superpasgec celui du sérum
physiologique.

Nous avons divisé la courbe étalon en trois zones :
- Zone | : doses d’Endorefhinférieures & 0,1% ;
- Zone Il : doses d’Endorefhcomprises entre 0,1 et 2% ;
- Zone lll : doses d’Endorefhsupérieures a 2%.

Les équivalences en voluma)(de ces doses sont illustrées par le (Tabkeay

Description ééch.(n) ECham(ﬁl(:)r:]t;aste o % ) Endorem ()
-Sptémoin  Endorem’  (%Endorem x 20ml)

el 14 018 043 a6
PH7() 4h 0 |I| 128 0,14 8:?12 é(z)
T 0,07 g:gg i
el 180 014 06 a2
PHIQ) [ S e 009 050 100
AT 0.07 06?54 i

"% d’Endorem dans 20 ml de sérum physiologique Eirtudans le circuit

Tableau 42 : Volume et dose d’Endor&niibéré correspondant aux signaux du liquide defysion
repérés respectivement sur la courbe étalon damdéeix zones | et Il.
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Figure 415 : Graphes démontrant la reproductibilité de dmantité d’Endoreffi libérée pour deux
groupes d’Hépasphérés (a) pH7(1) et (b) pH7(2), en repérant sur la doerétalon les signaux du
liquide de perfusion corrigés d’apres I'organigrararde la Figures-6.
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Pour chaque valeur de signal repérée sur la coétdlen correspondent deux
doses différentes possibles appartenant respedivesox zones etll . Pour connaitre
la dose réelle correspondant au signal mesuréldarme convenable, nous procédons
en deux étapes :

- Etudier I'évolution du signal pendant le pompage ;

- Comparer la couleur du liquide de perfusion a céde deux groupes de
solutions d’Endorefh dilué, soit un groupe a,@1% et (05% de dose
appartenant a la zorle soit un autre groupe 34@3% et (63% de dose

appartenant a la zotle

Sur la Figure#12, le signal du liquide de perfusion diminue pmmde pompage,
nous constatons une diminution simultanée du sigera celui du sérum physiologique
dans la zond et Il de la courbe étalon. Les quantités d’Endofemiissociées des
Hépasphéres sont dans I'ordre croissant en zdhd0,43, 046 et (53%) et décroissant
en zond (0,05, Q05, Q04%) de la courbe étalon. Etant donné que le sidmdiquide
de perfusion pour les deux séries d’Hépasphépéi(1) et pH7(2), convergent & 6h et
8h de pompage avec celui du liquide de perfusioar pes tris-acryl, la quantité
d’Endoren? dissociée des Hépasphéresst nécessairement dans I'ordre décroissante,

donc une concentration faible de la zbne

En comparant la couleur du liquide de perfusioncasadle des deux groupes de
solution d’Endoreffi dilué, nous observons & 2h et 4h de pompage unespondance
de couleurs avec les couleurs du groupeDa% et (05% d’Endorerfi (Figure 416).
L’histogramme de la Figur&17 représentant le nombre de pixel par les niveeugris
quantifie la différence entre les doses d’EndSte@e que nous observons une dose de

la zonel.

Les deux arguments convergent vers des doses epaaitrespectivement sur la

courbe étalon a la zoe
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Zone Il : Endorem 0,43% Zone Il : Endorem 0,53%
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Figure 416 : Photos numériques avec échelles de couleersquatre solutions d’Endoréinde
concentrations appartenant respectivement a la zaidl de la courbe étalon. Zone | : 0,05% et4%®
d’Endoren? et zone Il : 0,43% et 0,53% d’Endordm
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Figure 417 : Histogramme représentant le nombre de pixellps niveaux de gris pour 4 solutions de
concentrations différentes en EndofemFaibles concentrations: 0,05% et 0,04% ; Fortes
concentrations : 0,43% et 0,53%.

Pour 2h et 4h de pompage pour la série pH7(1) oT(PH le volume
approximatif d’Endoreffi dans le liquide de perfusion est def2{Tableau4-2). Avec
une charge initiale de 590 dans les Hépasphéresn peut dire que le volume résiduel

est de l'ordre de 479l ce qui correspond environ a 24%. On constate ppue une
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telle quantité appartenant a la zone Ill de la beuttalon, le signal d’Hépasphére
saturé ne peut pas évoluer pendant le pompage.

L’absence d’Endorefh dans le liquide de perfusion & 6h et 4h de pompage
pourrait dépendre du comportent spongieux des kp@pass. En exercant des
dépressions consécutives, les Hépasphésesdégonflent et se déforment légérement
au cours du temps. Le temps de repos entre chagxehg¢ures de pompage, permettant
de prélever le liquide de perfusion et de rajouder nouveau 20 ml de sérum
physiologique, n'est pas suffisant pour que les d@dppéres reprennent leur taille
initiale. Le dégonflement consécutif au cours duge aboutissant a la diminution de la
taille des pores pourrait empécher la libératios plarticules d’agent de contraste. Par
conséquent, a 6h et 8h de pompage, la présenc&mtioten? dans le liquide de

perfusion est nulle et les microsphéres sont tagjuisibles a IRM (Figure 49).

4.1.4 Conclusion : confrontation du signal du liquide préevé et celui
des Hépaspheres

Une chose est siire dans cette étude est que lesphépes sont visualisables a
I'IRM quelque soit le nombre d’heure de pompage et ledpHinilieu. Cette étude a
démontré la durabilit¢ de la présence de I'EndSrettans les Hépasphéresen
fonctions de trois parametres dont les ordres dadgurs correspondent a ceux de la
physiologie tumorale : la température, le pH etdébit sanguin tumoral. Elle a aussi
révélé leur comportement sous l'influence d’un fllex sérum physiologique simulant

de drainage veineux quand elles sont chargéesffiredtes molécules.

En étudiant le signal du liquide de perfusion, newens déterminé que les
Hépasphéres perdent de I'agent de contraste dans les premiteses de pompage,
uniqguement a pH7, puis atteignent une stabilité.slgnal du liquide de perfusion
devient alors tres proche de celui du sérum phygique témoin. Cette stabilité
démontre que les microsphéres aprés plusieurs $)enee liberent plus d’agent de
contraste. Une libération quasiment nulle de I'agincontraste a pH6 indique que les
Hépasphéres peuvent étre modifiées par un faible abaissemepttidu milieu.

La correspondance avec la courbe étalon nous aigeien réaliser des mesures

indiquant I'existence d’'une perte de marqueurs desmpremieres heures. Il est ressorti,
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qu'aprés 4h de pompage, environ [@0dissociés & partir de 500 d’Endorenf se
retrouvent dans le liquide de perfusion pour unitdéé 10 ml/min. La libération au
bout a 6h et 8h de pompage n’'a pas été décelééeflah?2). Etant donné que le débit
tumoral est de ,2 ml/min, I'équivalent de libération des marqueypour 4h de

pompage) conduit & environb d’Endoren?, soit 1% de la dose au départ.

Enfin, nous constatons que le procédé de 4h de agenpréalable ainsi mis en
place conduit & des Hépasphéressibles sous la forme des trous noirs dans legjés
IRM et qui ne relarguent pas. La méthodologie de cbom proposée a permis de
réduire les effets des défauts d’'intensité selgpoksition, et a également apporté a nos
mesures du signal image du liquide de perfusion pnécision permettant la

guantification des traces de produit de contrasrgué.

4.2 Greffage des immunoglobulines sur les Hépasphéres
avec et sans marqueur

L’adressage ou délivrance spécifique de moléchiésapeutiques vers un organe,
un tissu ou une cellule malade constitue aujouidiimudéfi majeur pour le traitement
des maladies humaines, notamment infectieuseséi@rses ou d’origine génétique.

La vectorisation est une technique permettant d'emmegrace a un vecteur,
microsphéres ou microcapsules par exemple, untenti principe actif, a un endroit
précis ou son effet est désiré, autorisant ainsiagtion ciblée. Le contenu des vecteurs
peut étre libéré mécaniquement par un stimulusrestépH, force ionique, champ
magneétique et électrique, thermique et irradiafiandes ultrasons), par biodégradation
d'un polymére dans l'organisme ou par diffusionraveérs les pores du gel ou les
chaines du polymére.

La vectorisation a plusieurs objectifs, tels quaidjmentation de la solubilité du
principe actif, la modification de sa distributi@t la diminution de sa toxicité par
augmentation de sa concentration uniquement auvamive son site d’activité. De
nombreux principes actifs présentent des caratitgres physico-chimiques
(hydrophiles, poids moléculaires, etc.) peu favlasbau passage des barrieres
biologiques qui séparent le site d’administratianrdédicament de son site d’action.

D’autres molécules actives se heurtent aussi abdeseres enzymatiques entrainant
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leur dégradation et métabolisation rapides. D’ua@igre générale, il faut noter que les
barrieres a traverser sont des systémes trés coesplaisant intervenir plusieurs
éléments—~épithélium, endothélium, membrane cellulairet plusieurs composantes,
—-barrieres mécaniques et physico-chimiques et basriéenzymatiques Sans
délivrance locale spécifique, I'obtention de corications efficaces en thérapeutique au
niveau du site d’'action ne peut donc se faire qafé@miment d’'une importante perte de
médicament vers d’autres tissus ou cellules, ceogoasionne des effets toxiques
importants et parfois rédhibitoires, pouvant engaipar exemple, I'abandon du
traitement par ce médicament en dépit de son effica

4.2.1 Objectif

Bien que I'embolisation artérielle occupe la pagssentielle de cette these, nous
pensons que ce genre de thérapie ne peut pas retirda tumeur sans qu’elle soit
combinée a un principe actif.

Nous rappelons que la croissance tumorale dépetehfent de la mise en place
d’un réseau vasculaire. Il est réalisé par le méoan d’angiogénése, apres sécrétion
par les cellules cancéreuses des facteurs de amossro-angiogéniques (VEGF et
FGF...) agissant sur les cellules endothéliales @éssgaux situés a proximité d’'une
tumeur et favorisant ainsi le bourgeonnement devaigseaux. Il est indiqué que
I'hypoxie relative, prés du centre de la tumeure dula compression cellulaire est un
stimulateur tumoral puissant aboutissant a uneesspsn accrue de VEGF [Scott1998].
Le méme cas est observé apres embolisation d’umeutu Li, Xiong et Kim [Li2004,
Xiong2004, Kim2001] ont déterminé d’'apres des é&tuddniques, concernant la
chimioembolisation de carcinomes hépatocellulaf@&dC), que les cellules tumorales
résiduelles viables sont stimulées pour secrétgardage de VEGF sous l'effet de
'augmentation de I'hypoxie. Par conséquent, lextdu VEGF dans le plasma aprés
embolisation augmente significativement.

Le facteur VEGF apparu comme étant des régulatdéssde I'angiogénese a la
faculté d’agir directement sur les récepteurs deltules endothéliales vasculaires
[Fayette2004, Hicklin2005]. L’action du facteur VEGpeut étre interrompue par un
certain nombre de produits & disposition en phdsdqee, comme I'Avastifi

(Bevacizumab ou RhuFab), approuvé par le FDA (Faad Drug Administration) en
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tant qu’agent purement anti-angiogénique. C’estamticorps monoclon&lhumain
(anti-VEGF) qui se lie au VEGF, 'empéchant deised son récepteur. Son efficacité a
été prouvée pour le traitement du cancer du cdiolu eectum. Dans ce cas, les cellules
endothéliales ne sont plus stimulées, et par caesdga néo-vascularisation ne se
développe plus ce qui évite la métastase tumodaieZ001].

Dans cette section, nous proposons une nouvel&égie ayant pour but final
d’associer deux procédures de traitement anticangér couplage des anti-VEGF
“anticorps monoclonaux a des agents d'occlusion vasculaire, comme les
Hépasphéres Nous avons démontré la faisabilité de leur magquet repérage par
IRM. Le couplage direct proposé éviterait que des\&BGF soient libérés dans le
sang, en raison de leur convection rapide dansieol leur diffusion dans les régions
a proximité de la tumeur. L’action finale de cedteatégie est de combiner les effets de
I'occlusion marquée pa@PlOa ceux d’une distribution locale d’anti-VEGF emagdnt
« tout ca ensemble » sur les mémes supports d’'eaboh.

Pour des raisons économiques, nous n'avons paseutéinticorps monoclonal
anti-VEGFdans notre travail, celui-ci étant trop cher. Lasenau point des essais de
couplage a été réalisée avec des anticorps (imnmdine) polyclonaukde rats puis
des anticorps monoclonaux anti-DPpafa-dinitrophényl) de type immunoglobuline 1
(IgG1) identique a celui de I'anticorps anti-VEGF.

La stratégie proposée a un double intérét : Ureeléocouplage 1gG-Hépaspheéres-
marquées réalisé, nous devrions pouvoir repéreulgimément patRM I'ensemble
microspheres-anticorps. Nous aurions ainsi desrrimdtions sur la localisation des
anticorps dans le réseau vasculaire tumoral. Ehsarit des agents d’occlusion
vasculaire permanents chargés avec des anti-VEGiMeur serait privée d’oxygene
et de nutriments, mais on pourrait supposer égalemee le relargage de VEGF, serait

inhibé sur le site méme de sa production et atoret de le vérifier.

4.2.2 Procédures de couplage lgeHépasphéres

L’immunoglobuline 1gG1 est un anticorps (Ac) mormwhl anti-DNP (anti-
dinitrophénol) et son antigene (Ag) est le DNP itdiphénol). La structure, les classes

et la nature des anticorps sont détaillées dammdde E. Comme I'anticorps est une

! Anticorps monoclonal : Anticorps ne reconnaissaritin seul type d'épitope (déterminant antigénique)
sur un antigene donné.
2 Anticorps polyclonaux : Anticorps reconnaissaritédents épitopes sur un antigéne donné.
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molécule protéique, il posséde donc deux foncthimiques, aminé NH,” et acide
carboxylique“ COOH”. En revanche, le polymére des Hépaspherst constitué de
40% d’acrylate de sodium (fonction hydroxyle : Od¢i)de 60% d’alcool polyvinylique
(fonction carboxylique : COOH). La fonction hydrdeyet carboxylique sont une bonne

cible pour le couplage.

4.2.2.1 Conditions pour la réaction de couplage

Le greffage d'une entité biologique sur une autrdit@€ support ou autre
molécule, peut se faire par deux genres d’'assoniatioléculaire, covalent ou non-

covalent c’est-a-dire-a caractere ionique.

Le greffage covalent d'une entité biologique peraiiebtenir des biomolécules,
polyméres ou autres, stables, utilisables en dgtgnoou en thérapie. Toute
modification chimique d’'une molécule issue du vivagt c’est tout particulierement
vrai pour les protéines, peut étre considérée coonmeealtération de 'intégrité de cette
derniere, ce qui peut se traduire par des pertastidgté biologique. Pour éviter ce
probleme, il faut que les réactions chimiques impdies dans le greffage aient lieu a des
positions prédéfinies sur la protéine, c’est-a-dmas des sites de la biomolécule qui ne
soient pas impliqués dans les processus de recsamae macromoléculaire constitutifs
de la spécificité des enzymes, des antigenes oardiesrps.

Une alternative pour pallier cet inconvénient résidans I'association non-

covalente entre la biomolécule et le polymere.

Le premier volet de ce travail concerne la misgaint du greffage d’anticorps
polyclonaux sur les Hépasphéreafin d’optimiser ces réactions et avoir une idée d
taux de greffage. Ces réactions ont été ensuitefizsées a des anticorps monoclonaux
afin de vérifier si ces modifications chimiques operturbé les propriétés
immunologiques de I'anticorps.

Enfin, I'étude de la stabilité du systeme Heépasplagticorps dans un fluide

circulant, sera abordée.

Ce travail a été réalisé en coopération avec deshimnistes de I'Université de
Technologie de Compiegne [Doumiati2007], toutefomus ne détaillerons pas les

procédures et les essais de couplage enttg@est les Hépasphéresainsi que les tests
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de dosage. Nous soulignerons uniquement dans kanfRéa technique principale pour
chaque méthodologie de couplage, de dosage etEsiats adaptés a cette étude.

4.2.3 Matériels et méthodes

Cette étude a été réalisée en collaboration avedaberatoire de génie
enzymatique et cellules (UMR 6022), la plupart ofegériels utilisés appartiennent a ce

laboratoire. lls sont récapitulés dans I'annexeFl@ Tableau L.

Les méthodes réalisées dans ce travail concerredmrd les essais de couplage
covalent et non-covalent (adsorption physique)eentre protéine modéle, I'albumine
de sérum de boeuf (BSA), et les Hépaspher&nsuite, ces essais sont transposés a
l'avidine et ledgG (sectio4.2.2.1 et annexe F).

Ces méthodes se rapportent au dosage :

- Des IgG biotinylées (degré de biotinylation des IgG), avatiétre
couplées aux Hépasphérespar changement de I'absorbance (A) du
réactif HABA-avidine a 500 nm. Cette méthode deag@s consiste a
mesurer d’abord I'absorbance du réactif HABA-av&iseul, a 500 nm.
Ensuite, I'absorbance est déterminée pour I'ensembéactif HABA-
avidine avec I'échantillon (IgG-biotine). La difnce d’absorbana®Asq
entre le complexe avidine-HABA et HABA-avidine pleshantillon est
calculée. La quantité de biotine/ml de solution é&tierminée d’apres la
formulation suivante :AAs00/34) x 10 dans laquelle, 34 est le coefficient
d’extinction molaire de la biotine (mMm™) et 10 est le facteur de
dilution de I'échantillon dans la cuve.

Le degré de biotinylation G est obtenu par le rapport suivant:
micromoles de biotine (dans 1 ml d’échantillon)itmmoles de protéine
(dans 1 ml d’échantillon).

- DeslgG couplées aux Hépasphéresn mesurant I'absorbance a 410 nm
par le test ELISA (Enzyme Linked ImmunoabsorbAssay). Celui-cCi
consiste a ajouter aux microsphéres marquées guachrps monoclonal
biotinylé, existant dans des puits, des anti-lgGguées a la peroxidase.
La reconnaissance deédG par I'anti-lgG donne une coloration verte apres

15 a 30 minutes (a I'obscurité).
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D’une Protéine modele, I'albumine de sérum de b@88A), se présentant
dans les eaux de lavage des échantillons (Hépaspherarquées par le
BSA). Il repose sur la capacité qu’a le sulfatecdere (CuSQ) a libérer
des ions Ctf en présence de certains acides aminés spécifijesesons
cuivreux se lient aux molécules d’acide bicinchamie (BCA) pour
former un complexe de couleur violette. L'intensit® cette coloratioast
proportionnelle a la quantité des protéines préseritne gamme étalon
permet I'établissement d’une droite d’absorptids6@ nm, en fonction de
la de la concentration en BSA déposée. Il suffiorsalde reporter
I'absorbance de I'échantillon sur la droite traggeur en déduire la
concentration approximative des protéines.

Le BCA peut étre aussi utilisé pour doser l'avidseprésentant dans le

liquide de lavage étant donné que celle-ci estrnokécule de protéine.

De l'avidine fixée aux Hépasphérepar le biais du complexe avidine-
biotine. Une fois Ilavidine couplée, les Hépaspkére sont
reconditionnées, puis mises en contact avec uneti@ol contenant
I'HABA et le complexe résultant présente un maximdiabsorption dans
le visible a 500 nm. Tout présence de biotine densilieu, déplacera
I'HABA et viendra se fixer sur l'avidine. En consénce, I'absorbance du
complexe HABA-avidine diminuera. L'exces de biotinen fixée est
déterminé aprés dosage avec I'HABA ; le taux ddirtéoest trouvé par
difféerence. Quant a la quantité d’avidine, elleasealculée a partir de la
condition suivante : chaque mg d’avidine fixe enyerne 13ug de

biotine.

Une méthode qualitative est aussi utilisée pourfigérl’adsorption physique de

l'avidine, la liaison covalente Hépasphere-avidinde complexe Hépasphere-avidine-

IgG biotinylée. Elle concerne I'utilisation d’'un mameur de fluorescence, I'iosocyanate

de fluoresceine (FITC). L’avantage de ce marqustge’il n’interagit pas avec le site

de reconnaissance de l'antigene, ce qui permeédification du complexe anticorps-

antigene.

Nous avons couplé le FITC a l'avidine (Avidine-FIT& a I1gG biotinylée (IgG-biot-

FITC). Les Hépasphéremnt été couplées a I'avidine-FITC suivie de I'asation avec
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I'lgG-biot-FITC. De plus I'lgG-biot-FITC a été camjuée aux Hépaspheres-avidine. A
chaque expérience d'association, des photos ontpét®s par microscopie de
fluorescence.

Enfin, le modéle de drainage veineuxvitro évoqué dans la sectiod.{) est
utilisé pour déterminer la stabilité du complexenjogué Hépasphére marquée a
I'Endorent® et I'avidine. Ce complexe est placé dans un flaxsdrum physiologique
circulant a un débit quatre fois supérieur au dgéaitguin d’'un carcinome de foie. Les
Hépasphéres marquées et associées (association covalentayiditie (10 mg) sont
introduites dans une colonne en verre, reliée gpongpe péristaltique assurant un débit
de 10 ml/min. Deux essais de pompage ont été é&alisn avec deux heures et I'autre
de quatre heures. Le liquide prélevé aprés chagtle de pompage est passel&M
pour déterminer I'Endorefh libéré. Ensuite, le liquide est dosé avec un
spectrophotometre a 280 nm pour détecter l'avidmentuellement libérée de son
conjugué. Le protocole évoqué dans la sectidn2.2 concernant le positionnant des
flacons dans IRM et la méthodologie de correction de signal soitisé$ dans cette
étude.

Nous avons réalisé la méme étude précédente, fmstei sur le complexe
avidine-Hépapshéressans I'Endoreffi afin d’éviter le doute sur un troisiéme élément
qui pourrait déstabiliser la fixation. Le liquideréfevé est passé uniquement au

spectrophotometre.
4.2.4 Résultats et discussion

Le but de ce travail est dassocier un nombre makid’lgG sur les
Hépasphéres
Pour fixer des anticorps sur les Hépasphérdsois types d’association sont
réalisés :
- Adsorption physique ddgG sur les Hépasphéres
- Association non-covalente avidine-biotine, I'avididevant étre fixée sur
I'Hépasphére par adsorption et la biotine sur I'anticorps.
- Association covalente par création d'une liaison idem entre
I'Hépasphére et I'anticorps via I'avidine- biotine liée & unasrespaceur.
L’adsorption physique ddgG sur les Hépasphérésst faible, seulement62%

deslgG sont fixées. Dans le cas de l'avidine, 'adsomptéest de 28%. Cette méthode
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qui aurait pu étre idéale, car ne faisant pasvetar d’agents chimiques susceptibles de
perturber le polymére des Hépasphéreme conduit pas & un édifice stable. Les
protéines adsorbées se détachent au cours du temps.

Nous avons préféeré faire appel a des méthodes @hénide couplage et en
particulier a la création d'une réaction peptidig(emide) entre les COOH des
Hépasphéres et les fonctions amines de I'avidine, la liaisonide formée étant stable.
Cette réaction s’est réalisée en présence de Nskysuccinimide (sulfo-NHS) et
d’éthyle carbodiimide (EDC)pour l'activation des fonctions acides (COOH) des

Hépasphéres
4.2.4.1 Dosage et confirmation qualitative de I'avidine cplée aux Hépaspheéres

Le dosage de lavidine fixée aux Hépasphérgsar le biais des réactifs
bicinchoninique (BCA) et HABA-avidine n’est pas isfdisant. Les résultats obtenus
ont donné une quantité d’'avidine bien plus graride ihg / 10 mg de microsphéres)
que la quantité ajoutée initialementy@ng d’avidine). En effet, pour le dosage par le
deuxieme réactif, une faible quantité de biotineup&rée dans les eaux de lavage
correspond a une grande quantité d’avidine couglégui est expérimentalement notre
cas). Cela peut étre expliqué par le fait que ddiré peut s’adsorber sur la microsphére
(liaisons hydrogene, adsorption physique, liaistad/an der Waals, etc.) ou s’infiltrer

de la méme facon que les molécules du réactif Ha&Bravers les pores.

La détermination de la taille des pores est dondesoin qui pourrait justifier
l'infiltration de la biotine et du réactif HABA-adine dans ces microspheres ainsi que
la stabilité de 'Endorefha l'intérieur. Nous avons déterminé la taille geses par un
microscope électronique environnemental @mvironmental scanning electron
microscope(ESEM), de grossissement élewe1200). Le principe de ESEM consiste
en un faisceau d’électrons balayant la surfaceébddntillon qui, en réponse, réémet
des particules. Celles-ci sont analysées par diitér détecteurs qui permettent de
reconstruire une image de haute résolution. L’éttham balayé par les électrons existe
dans une chambre a vide partiel. Celui-ci a évajmse&rum physiologique autour les
Hépasphéres ce qui a aboutit & des gros cristaux de sel dépsséles microsphéres
(Figure 418, b). Pour cela, la détermination de la tailks goores par microscopie
électronique environnemental est impossible, lgsadghéres gonflées doivent étre en

permanence en suspension dans du serum physiotogiqu
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L’hypotheése concernant linfiltration des réactde dosage de l'avidine par la
biotine et le HABA-avidine & travers les pores déépasphéres n'est pas donc

justifiée. Le dosage de l'avidine par ces réaesfistoujours incorrect.

F— 20pm
x 1200 3.5 Torr

F—— 50 pm
x 500 3.5 Torr

a b

Figure 418 : Photos microscopiques des Hépasphérebtenues par ESEM avant (a) et aprés étre
gonflées (b) par le sérum physiologique.

Pour cela, nous nous sommes tournés vers un desaggpectrophotométrie a
280 nm, de l'avidine non fixée et récupérée danfigieide de lavage. La quantité
d’'avidine accrochée sur les Hépasphérest quantifiée par différence. Les résultats
obtenus montrent que 60% de [l'avidine introduite re¢rouvent fixée sur les
Hépasphéres (10 mg) a pH 2. Le changement des paramétres pH et le temps de
contact n'ont pas amélioré le rendement de coupligest possible que la taille des
pores sur la surface ait une influence sur le nevasie de couplage de I'avidine. Cette
molécule pourrait s'infiltrer a travers les pores.

La quantité d’avidine dosée dans le cas de l'aafioai avidine-Hépasphéres
marquées a I'Endoretest identique & celle ou l'avidine est fixée ausplisphéres
non-marquées. L’Endoréhm’interfére pas dans la réaction de fixation awvédbiotine.

Nous avons aussi vérifié qualitativement I'adsanmptphysique et I'association
covalente avidine-Hépasphérepar un marqueur de fluorescence, l'isocyanate de
fluoresceine (FITC). La Figure-19 illustre les images obtenues par microscopie de
fluorescence pour les deux types d’associatiorkigare 419 (a) confirme I'adsorption
de l'avidine sur I'Hépasphére cette protéine est toujours présente (Fig#t9, b)

aprés association covalente.
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a b

Figure 419 : Images microscopique 20) montrant la fluorescence de deux types d’aaton avidine-
Hépasphéres : (a) association par adsorption: Hggteere + (avidine-FITC) et (b) association
covalente : Hépasphere-(avidine-FITC).

4.2.4.2 Microscopie électronique a transmission

Nous avons tenté d'utiliser cette technique poassirer qu'aucune déformation
des Hépasphéreésn'a eu lieu aprés les traitements chimiques.

Pour cette technique, il est nécessaire d'intredliéchantillon dans une résine
puis de le découper en lamelles. Des contraintesssovenues, les Hépasphérasant
trop molles pour étre découpées et observées gaittaau microscope.

4.2.4.3 Biotinylation des anticorps

Pour les IgG, le rendement de la réaction d’association direste les
Hépasphéres via le carbodiimide (EDC) est faible. Ceci peuteéexpliqué par
I'encombrement stérigdele 'anticorps par rapport & la fonction carbooyk visée sur
la microsphere. Le rendement peut étre amélioréasant appel au couple avidine-
biotine dont la biotine est couplée a l'anticor@mme la biotine posseéde un bras
espaceur (biotinyl-6-aminohexanoic acid) assurare longueur de 22 A entre la
molécule visée et la biotine, 'encombrement stérigle I'anticorps par rapport a la

fonction carboxylique va diminuer.

La mise au point de la biotinylation avant couplag@€té réalisée a l'aide du
réactif HABA-avidine sur des anticorps polyclonapuis transposée aux anticorps
monoclonaux anti-DNP. Les résultats obtenus monhiele 92 moles de biotine par
molécule d’anticorps polyclonal ont été fixées alque dans le cas de 'anticorps anti-
DNP, seulement 5 moles de biotine ont été fixées.

® Stérique : Rapport a la disposition et organisatidun composé chimique dans I'espace
tridimensionnel.
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4.2.4.4 Stabilité dans un flux du complexe avidine-Hépaspeé avec Endorerfi

Une fois le rincage du complexe avidine-Hépasphérarquées & I'Endorem
accompli, la stabilité de ce complexe dans un neod@mulant grossierement la
vascularisation tumorale et son drainage veinetpdé®rminée a partir du liquide de
perfusion apres 2h et 4h de pompage. Comme towsstess précédents, I'avidine qui
pourrait se présenter dans le liquide est dosés,|puuantité d’avidine accrochée sur
les microspheéres est quantifiee par différencei(sed.2.3).

Dans le cas du liquide qui pourrait contenir dentiBren? libéré du complexe
avidine-Hépasphéresmarquées avec I'Endorénaprés 2h et 4h de pompage, il nous a
été impossible de doser 'avidine par spectropheétoercar 'agent de contraste absorbe
dans la méme zone que la protéine. Nous n’avonypaemarquer de variation de la
dose d’'avidine entre 2h et 4h de pompage, par redeii’absorbance a 280 nm du
liquide de perfusion. Cette constance engendrardtdailité des valeurs du signal
(Tableau#3) mesurées sur les imagé&M (Figure 420) du liquide de perfusion pour
deux et quatre heures de pompage pourrait &trenfirmation que seul I'Endorefrest
libéré. Le signal image de ce liquide est supérgecelui du sérum physiologique utilisé
comme liquide de contrble. Par ailleurs, le dosa@espectrophotométre a 280 nm de
I'avidine éventuellement libérée dans le liquideipdes Hépasphérésion marquées a
I'Endorent’ est négatif (sectiod.2.4.1).

En tenant compte du modeéle de drainage veineugsd@ation covalente de
I'avidine aux Hépasphéresest stable dans un débit de sérum physiologiqa&etpis

supérieur a celui du carcinome hépatocellulaire.

Sérum

Figure 420 : Image IRM Tdu liquide prélevé, aprés 2h et 4h de pompagduetérum physiologique
(contrdle). Le signal

Liquide Signal IRM (unités arbitraires)
De perfusion 2h 162
De perfusion 4h 162
Sérum physiologique 139

Tableau4-3 : Signaux mesurés sur les images IRM du liqdeleerfusion, aprés 2h et 4h de pompage, et
du sérum physiologique (contréle).



Perspectives pour le relargage des principes actifs 203

4.2.4.5 Dosage et confirmation qualitative du complexe H&paere-avidine-1gG

Le dosage delyG fixées aux Hépasphérepar le test ELISA n'a pas été réalisé
par la mesure d’absorbance a 410 nm, la présencegeicrosphéres dans les puits
ELISA étant une contrainte. Nous nous sommes ctégede l'observation d'une
couleur verte obtenue aprés 15 a 30 minutes dabsdurité, aprés reconnaissance
d’lgG fixée aux Hépasphérepar I'anti-lgG marquée a la peroxidase.

Le marqueur de fluorescence FITC n’interagissans pevec le site de
reconnaissance de l'antigéne, il est utilisé poénifier qualitativement le complexe
Hépasphere-(avidine)-(IgG-FITC) et Hépasphere-{aeidFITC)-(IgG-FITC). Sur la
Figure 421 (a), c’est la molécule fluorescenteége> que I'on voit. En revanche, sur la
Figure #21 (b) ou les deux molécules avidine et IgG samiréscentes, on remarque
une distribution uniforme de fluorescence sur tdatenicrosphéere qui pourrait étre
I'avidine-FITC avec un point de fluorescence plosalisé qui pourrait étre lié ddG.

Il est possible que les propriétés immunologiques IgG soient perturbées par les
modifications chimiques dues au couplage, le nondlesdgG fluorescentes étant tres

faible.

a b

Figure 421 : Images microscopique 20) montrant la fluorescence de : (a) Hépasphengdine)-(IgG-
FITC) et (b) Hépasphére-(avidine-FITC)-(IgG-FITC).

4.2.5 Conclusion

Le couplage d'anticorps sur les microsphéres alastels (Hépasphéréssemble
prometteur, mais le processus de fixation ne geinaas la conservation des propriétés

des IgG, ce qui en réduit l'intérét thérapeutiqaeeptiel.

La réaction de couplage a été réalisée par le @wmphvidine-biotine avec
modification de quelques fonctions chimiques prepae polymére des Hépasphéres
fonction carboxyle (COOH). Les conséquences dee gatidification sur la structure

des Hépasphéresn’ont pas pu étre identifiées par la microscopi¢ransmission
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électroniqgue a cause de leur absence de rigiditédenhdement du couplage covalent de
I'avidine sur les Hépasphéresnarquées et non marquées a I'Enddterst de 60%, en
revanche, celui du couplage par adsorption n'estadgi28%. Nous avons supposé que
la taille des pores sur la surface avait une imibgesur le rendement de couplage. La
taile des pores n'a pas pu étre déterminée parrostopie électronique
environnementale (ESEM), car les Hépasphéemsivent étre en permanence dans du
sérum physiologique. La microscopie de fluoresceacdémontré une association
homogéne de I'avidine aux Hépasphéres marquéesnadtent et un faible nombre
deslgG biotinylées couplées a l'avidine-Héapasphére.drepriétés immunologique et
chimique des IgG étant changées, le nombre de$ix§6s aux Hépasphéréest faible

et le dosage est difficile.

Les problémes rencontrés lors de la fixation lg€s sur les Hépasphéresttant
nombreux, NOUs Nous sommes tournés vers une drdtégse concernant I'utilisation
des émulsions, comme systeme réservoir poufgiés Les propriétés de I'eau et de
I'huile qui composent ces émulsions semblent isen®ur des principes actifs
transportés. D’ailleurs, leur fabrication est relamnent simple et rapide. Il est possible
de les repérer pdRM apres leur marquage avec3e10 pour des tailles différentes
(chapitre.3).

Un relargage performant des substances immunolegide ces systéemes par un
stimulant externe est un enjeu pour bien ciblerdiagénese. Pour cela, nous disposons
dans la sectiond(3) une étude préliminaire concernant la caraaédn des émulsions

électriguement, par impédancemeétrie, et mécaniguepar ultrasons.

4.3 Caractérisation mécanique et électrique des gouttest
globules d’émulsion simple et double

Nous avons montré la détectabilité st par un marquage de différents agents
d’occlusion, au chapitre.3, en particulier celles damulsions. La localisatiom vivo
étant possible, nous cherchons des conditionsé&lentuel relargage situ. Nous nous
intéressons ici a la caractérisation de ces émmdsiheur caractéere de neutralité
chimique et d'isolant électrique permet de penser lg transport de principes actifs en

sera facilité. Les caractéristiques mécaniques égonse a des ultrasons et a des
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excitations électriques pour toute une gamme dpuééces sont explorées pour mieux

comprendre leur comportement.
4.3.1 Introduction

Les ultrasons sont des ondes mécaniques dont pegmtion met en mouvement
oscillatoire les particules rencontrées dans uniemilélastique. Par ailleurs, la
propagation des ondes ultrasonores provoque I'émade zones de concentration ou
de raréfaction des particules. La vitesse dessdirs dans un liquide varie de 1400 a
1600 m/s, leur fréquence dans les appareillagescenéd est de lI'ordre de quelques
MHz.

L’étude du relargage controlé des substances acpee des ultrasons a partir
d’émulsions simples ou doubles et a proximité d’tumaeur est I'un de nos obijectifs.
Les ultrasons ont déja été utilisés dans ce domeimeme déclencheurs pour le
relargage de cytotoxiques a partir de liposomegrigder2007] ainsi que de micelles
polymériques [Rapoport2003] a des basses (20 kHi)aetes fréquences (1 MHz)
[Rosenthal2004]. Les médicaments sont alors ves&srile maniére significative en se
libérant au niveau de la cible, par augmentatiotag®rosité, par résonance mécanique
ou par échauffement local [Akihiko2001 ; Kaparies?d006]. Par contre, le mode de
déclenchement de relargage controlé des principgfs,anotamment avec les anti-

VEGF n’est pas encore connu dans le cadre dedlgithgéneése tumorale.

L’objectif de ce travail est d’étudier, dans unmrer temps, le comportement des
emulsions de taille différente lorsqu’elles sonhifiées par des ultrasores plusieurs
fréequences. Les informations recueillies, I'analgeel’amplitude du signal de I'écho

réfléchi, permettent de déterminer I'absorptionrgégque en fonction de la fréquence.

Par analogie avec la caractérisation d’émulsiomsdpa ondes mécaniques, nous

mettons en coeuvre la méme procédure mais électreptenen employant

'impédancemétrie.

Le courant électrique est souvent utilisé sous édimpulsions courtes (onde carrée
ou décharge capacitive exponentielle) contréléegppliquées sur des cellules vivantes
afin de perméabiliser la membrane cellulaire paissker pénétrer certaines molécules,

par exemple: protéines, métabolites, ADN et anpiso Cette technique
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d’électroporation, est rapide, non toxique et gl@tpas ou peu la structure biologique
de la cellule cible ni son fonctionnement [Zimmenm&981 ; Zimmermannl1982].
L’électroporation est utilisée aujourd’hui pour tdther le relargage de principes actifs
d’hydrogel par des interactions électrostatiqudasedrurs charges électriques opposées
sous champ électrigue [Kwon1991 ; Kikuchi2002].

Nous nous inspirons de I'électroporation des ceiwivantes qu’il faut comparer a
celles qui intervient dans les gouttes et dangglebules d’émulsions, leur interface
étant constituée de molécules amphiphiles aussi die le sont les membranes des
cellules vivantes.

Nous déterminons dans un premier temps I'impédaheetrique du milieu contenant
des gouttes ou globules d’émulsions, lorsque ceéemikst traversé par un courant
alternatif a des fréequences électriques diverses.

La mesure de I'impédance des émulsions est uneoamppranalogue a celle de la
bioimpédancemétrie cellulaire consistant a mesilasr propriétés électriques d'un
milieu biologique. D’apres Kanai et Meijer [Kana8l®et Meijer1989], la membrane de
la cellule se comporte comme un condensateur. et @he membrane constituée de
phospholipides, elle est isolante. Lorsque le aaur@ncontre une membrane cellulaire,
les charges électriqgues s’accumulent de part etrd’ale la membrane sans pouvoir la
traverser. Il se crée alors une double couche rigaet qui forme un condensateur
(Figure 4-22). Le liquide inter et intra cellulaire se comgocomme une résistance, il
est en général bon conducteur. On peut donc difenguunité biologique est
représentée par un circuit en parallele comprenasatrésistanc®e qui est celle du
milieu extracellulaire, une résistanBe& correspondant au milieu intracellulaire, et une
capacitéCmschématisant la membrane. Cette derniére créstantance :

1
X :jC—rm) (4'9)

Avec w = 2rtf ou f la fréquence en hertz, X la réactance an ehCm la capacité de

la membrane en farads.
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Extra-cellulaire

Intra-cellulaire

Figure 422 : Simple modele électrique d'une cellule vieafd gauche) avec le circuit électrique
équivalent (a droite). Re, résistance du milieuapdllulaire, Ri, résistance du milieu intracellide, et
Cm, capacité de la membrane assimilée a un conteunsd’apres [Ivorra2003]

L [ ] 1] | Membrane cellulaire
(bicouche lipidique)

L Basse fréquence (<1KHz)

I
L _J
o
-

— 1 Haute fréquence (>100KHz)

Figure 423 : Schématisation simpliste du passage du cdusmon la fréquence dans un milieu
biologique. D’apres [Ilvorra2003]

Selon Jenin [Jenin 1975], pour pouvoir distinguar pioimpédancemétrie le
compartiment intracellulaire du compartiment ex¢thdaire, le courant doit comporter
deux composantes a fréquences distinctes : une bagsience électrique vers 1 kHz et
une haute fréquence, par exemple a 100 kHz. Lar&igt23 nous schématise le
passage du courant dans les tissus selon la fréguen

A basse fréquence électrique (< 1 kHz), le counarpénétre pas ou trés peu dans
le milieu intracellulaire. A haute fréquence élepie (> 100 kHz), il va pouvoir passer
plus facilement a travers la membrane de la cellulea donc circuler a la fois dans le
milieu intracellulaire et dans le milieu extracédive, mais a des fréquences électriques

différentes selon le cas. Le passage du courapbsstble grace a la présence des ions.

Compte tenu de la similitude des comportementdréjees du milieu cellulaire
et de celui contenant les gouttes ou globules d'gions, nous explorons la réponse

fréquentielle des émulsions en vue d’'une possitilisation de I'électroporation.
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4.3.2 Préparation d’émulsions simple et double

Les matériels utilisés dans la préparation des siong simpleSE/H” et doubles
“E/H/E” pour la caractérisation mécanique par des ulteasomportent les produits
suivant : I'huile de paraffine liquide, les surfaicts (Span 83 et Tween 80) et l'eau
distillée.

La méthode de préparation de ces émulsions estaldans le chapitre.3 (section
3.5.3). Pour obtenir des tailles multiples en éimus simples et doubles, nous
changeons uniquement la vitesse d'agitation (Table&d). Les pourcentages
volumiques des composants dans la solution etpgal’agitation sont invariants d’'un
échantillon a un autre (Tableatb et Tableaw-6). Une premiere préparation de six
échantillons est réalisée, comprenant : trois édlars d’émulsions simples et trois
autres d’émulsions doubles. Le volume final dedaitgon pour chaque échantillon est
de 5 ml.

Pour étudier la reproductibilité lors de la carasttion mécanique des émulsions
par ultrasons, une deuxieme préparation de sixnéilbas est réalisée de la méme
maniére que la précédente. Les diametres des goettglobules obtenus dans la
premiére et deuxieme préparation sont récapitidésepl ableaur-4.

Indice de vitesses d'agitation

Vs V, V,
Diametre des Préparation-1 4-18 6-80 16-110
gouttesum Préparation-2 4-24 8-66 16-138
Vss Vas Vss
Diametre des Préparation-1 11-48 30-161 21-273
globulespm Préparation-2 14-65 12-100 27-151

Tableau44 : Diamétres fm) des gouttes et globules pour des émulsions esngildoubles en fonction
de la vitesse et du temps d’agitation. Les émudsgamt utilisées dans la caractérisation mécaniauec
des ultrasons. L’indice Mcorrespond a la vitesse d’agitation maximale dieswv 1500 tr/min.

Emulsion simple E/H

Huile de paraffine Surfactant Span 83 Eau distillée
% volumique 70 5 25
Volume (ml) 3,5 0,25 1,25 ml

Temps d'agitation des émulsions simples : 5 min

Tableau45 : Pourcentage volumique de produits utilisés <lém préparation des gouttes d’émulsions
simples.
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Emulsion double E/H/E

Phase | : Emulsion simple

Huile de paraffine Surfactant Span 83 Eau distillée
% volumique 73 7 20
Volume (ml) 3,65 0,35 1

"V, 5 (10-100pm), temps d’agitation : 5 min

Phase Il : Emulsion double

Phase | : Emulsion simple Surfactant Tween 80 Eauistillée
% volumique 75 0,02 24,98
Volume (ml) 3,75 0,001 1,249

Temps d’agitation des émulsions doubles : 13 min

Tableau4-6 : Pourcentage volumique de produits utilisés slnpréparation des globules d’émulsions
doubles.

Pour la caractérisation électrique, on utilise &rs une préparation d’émulsion
simple avec du sérum physiologique,2(®) dans I'huile. En faisant la méme
préparation pour les émulsions doubles avec durs@hysiologique, les globules ont
perdu leur stabilité en raison de I'échange osmetiqvec la phase aqueuse entre
I'intérieur et I'extérieur.

Les diamétres obtenus sont illustrées par le Tablea

Indice de vitesses d’agitation

Diamétre Ve Va Va
gouttes eau dans 'huile 6-35 7-64 18-154
(km)
gouttes ser}Jm_ physiologique 4-33 . 20-190
dans I’huile {1m)
Vs Vas
globules eau dans I'huile 16-170 16-201

dans I'eau {m)

Temps d’agitation des émulsions simples 5min eblésul3 min

Tableau47 : Diamétres fm) des gouttes et globules pour des émulsions esngildoubles en fonction
de la vitesse (tr/min) et du temps (min) d’agitatibes émulsions sont utilisées dans la caractBasa
électrique.
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4.3.3 Caractérisation mécanique par ultrasons

4.3.3.1 Matériels et méthodes

Cette étude a été reéalisée en collaboration aveableratoire de mécanique
acoustique et matériaux (Roberval)-UMR 6253, lapattt des matériels utilisés
appartiennent a ce laboratoire. Nous exposons, ckties étude, des émulsions de type
et de taille difféerente a des ultrasons a plusieinésjuences afin d'étudier leur

comportement en analysant I'amplitude du signdiébo réfléchi.

Le systeme ultrasonore (Figure24) est composé d'un transducteur plan (10
MHz) de distance focale de 12,7 mm, d’'un génératéarpulsion (Panametrics 5052
UA), d’'une chaine de réception (amplificateur, ratgteur, conditionneur de créte et de
fréquence) pour une bande passante de 200 kHaVB125d’'un réflecteur plan en verre
et d'une colonne en inox de liquide (20 mm de diaenét 10 mm de hauteur pour un
volume de 3,14 ml). Le signal réfléchi est acquis wn oscilloscope (Lecroy 9410)

dont le mode échantillonnage entrelacé permet di#dionner a 4 GHz.

Moteur

Générateur Chaine de réception Oscilloscope
d’impulsion -— Amplificateur, — Enregistrement
Panametrics atténuateur, conditionneur

Transducteur

Colonne en inox | |Ed-| antillon
Reflecteur en * E’emlsiuﬂ
veme

f e,
s.| |
r‘ J

|

Figure 424 : Sonification des émulsions simples ou douldesplusieurs tailles par un systéme
ultrasonore composé de : transducteur plan (10 Migénérateur d'impulsion de Dirac, réflecteur plan
en verre, chaine de réception et d’enregistrement.

La sonification des échantillons est effectuée damgeservoir vide en verre a une
température de 25°C. Le transducteur est contr@léup moteur pas-a-pas suivant les
trois axes, X, y et z. Il est immergé de quelquébnmétres au centre de la colonne de
liquide et ajusté axialement par rapport a la $@rfdu milieu. Ensuite, le transducteur
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est déplacé d& 1mm du centre de la colonne de liquide défini cenenpoint d’origine
“0” suivant les axes x et y pour balayer la surfacdigiude selon deux directions.
Nous déterminons de cette facon la reproductikiliida réponse recue en fonction de la
position du transducteur dans le liquide. Des sitng a plusieurs fréquences sont
générés par le transducteur apres excitation paindeulsions de 165 ns fournies par
un générateur d’'impulsions. Ces impulsions se tétigent par une amplitude de 120V.
Les tirs sont effectués sur une période de 10 rale€ci sont échantillonnées en 27
points avec pour fréquence d’échantillonnage 20 Nis de son enregistrement.

Le signal correspondant au premier écho réfléchilsuverre, aprés chaque
déplacement du transducteur suivant les axes x estyenregistré dans le domaine
temporel puis traité par le logiciel MatfaB,0. Nous nous intéressons & la moyenne des
signaux de cinq échos réfléchis correspondant atrecele la colonne de liquide, a
+1mm du centre sur I'axe x ettldmm du centre sur I'axe y. Cette moyenne est aadcul
quelque soit le nombre de gouttes ou globules suls@s dans la colonne de liquide. La
moyenne de cing signaux est ensuite normaliséein@ig25) puis transformée dans le
domaine fréquentiel pour donner une information l&bsorption énergétique par les
émulsions, de taille et de type multiple, en fametde la fréquence. Nous réalisons
deux spectres, un spectre correspondant a la peemiéparation des émulsions et un
autre correspondant a la deuxieme. Pour I'étudia deproductibilité, nous effectuons
la moyenne des deux spectres et nous calculongdau-type a chaque fréquence.

Le spectre du signal de I'écho réfléchi révele camnirles gouttes et globules
d’émulsions simples et doubles absorbent chacunel’&wergie par fréquence
ultrasonore. Ces spectres sont comparés aux speétrmins de I'eau distillée et de
I'huile de paraffine, qui sont les composants gpgaax des émulsions. L’amplitude de
'impulsion de Dirac enregistrée est tronquée parchaine de réception. Nous
supposons donc qu’elle est quasiment parfaite poertbande passante de 200 kHz a 35
MHz.
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Figure 425 : Signal temporel moyenné et normalisé en duogsi pour cing échos réfléchis sur
I'interface émulsion simple et verre. Les échosisegorrespondent a cing positions du transducteunsd
la colonne de liquide contenant des gouttes eais tlhaile, de diameétre 4-18m.

4.3.3.2 Résultats et discussion

e Eau distillée et huile de paraffine

La Figure 426 représente le résultat de la sonification @aud’ distillée et de
I'huile de paraffine par la moyenne de deux specp@ur deux échantillons similaires
en contenue et en volume (5 ml). Cette réponseudmndtiplle indique I'absorption
énergétique par chacun des deux liquides en fondioa fréquence avant la formation
de l'interface eau-huile dans les gouttelettes dléians. Chaque moyenne dans le
domaine fréquentiel correspond a la transforméd-aarier de la moyenne de cing
signaux recgus dans le domaine temporel pour cirgitipos du transducteur dans la
colonne de liquide. Les profils du spectre de I'emsi que de I'huile dans la Figure
4-26 sont différents. Il y a notamment une difféedamplitude a basse (5 MHz) et a

haute fréquence ultrasonore (15 MHz).

A 5 MHz, l'écart en amplitude entre les réponsesgdientielles des deux
composants est de 34%, un pourcentage indiquantabserption des ultrasons par
'eau. En revanche, a 15 MHz, I'écart est d’envi@dPo, indiquant cette fois-ci que

I'huile atténue davantage les ultrasons a cettpuérgce.
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La reproductibilité du spectre de I'eau est meideque celle de I'huile selon les
écarts-type représentés sur les graphes.
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Figure 426 : Reproductibilité des spectres et écarts-typeespondant aux signaux moyennés pour cing
échos réfléchis de cinqg positions sur l'interfae-eerre, en haut, et huile de paraffine-verre pas

¢ Emulsionsimpleeau dans I'huiléE/H”

Les trois spectres représentés dans la Fig®e sont les résultats du moyennage
des spectres correspondant a deux échantillonsuté&ns simples, de taille de goutte
similaire. Les spectres en haut, au milieu et es d1nt les moyennes des spectres
correspondant a la gamme de taille 4gh8 (Vs), 6-80um (V,4) et 16-110um (V2) avec
ceux correspondant a la gamme de taille 4484 (Vg), 8-66 um (V) et 16-138um
(Va).

Les profils des trois spectres obtenus en fonctierla taille des gouttes, sont
quasiment similaires. Cependant, ils sont diffé&yedets profils du spectre de I'eau et
celui de I'huile (Figure#-26). A basse et haute fréquence, I'absorptionuiteasons est
différente. Le milieu atténue les échos réfléchis0aMHz quelque soit la taille des
gouttes. En revanche, I'atténuation diminue a émdence d’environ 3 MHz quelque
soit aussi la taille des gouttes. L'atténuationaeshpléte au-dela de 15 MHz pour des
fréquences appartenant toujours a la bande pashantensducteur.



Perspectives pour le relargage des principes actifs 214

La reproductibilité des spectres représentée gatdarts-type varie d'une gamme
de taille a une autre. Les écarts-type sont imptata basse fréquence, particulierement
pour les échantillons de gammes de taille §466et 6-80um. Par contre, les écarts-
type sont moins importants pour les autres échamsil En effet, les résultats obtenus
sont reproductibles a toutes les fréquences paowsrles échantillons, mais la diminution
de la reproductibilité, uniqguement pour le deuxiegnaphe de la Figurg27, nous
semble due a la position transducteur qui n’estspffssamment ajustée axialement par

rapport a la surface de I'échantillon pendant l@&xmentation.
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Figure 427 : Reproductibilité des spectres et écarts-typeespondant aux signaux moyennés pour cing
échos réfléchis de cing positions sur l'interfaceusions simples-verre. Les émulsions de type BtH o
les tailles correspondant a la préparation-1 elagpréparation-2, 4-1@¢m avec 4-24/m (en haut), 8-66
Mm avec 6-8Qm (au milieu) et 16-11m avec 16-13@m (en bas).



Perspectives pour le relargage des principes actifs 215

¢ Emulsiondoubleeau dans I'huile dans I'ealE/H/E”

Les trois spectres représentés dans la Figia& sont les résultats de moyennage
des spectres correspondant a deux échantillonsuts@mns doubles, de taille de globule
similaire. Les spectres en haut, au milieu et endmat donc la moyenne des spectres
correspondant a la gamme de diametre 11#8(Ve), 30-161um (V,) et 21-273um
(V2) avec ceux correspondant a la gamme de taille5ldat (Ve), 12-100um (V,) et
27-151um (Vo).

Les profils des trois spectres ne montrent padftigehce en fonction de la taille
des globules d’émulsions. Il s’agit d’'une atténoratiles échos réfléchis a 10 MHz plus
gu’a la fréquence 3 MHz, pour un écart de 23%.

Il faut remarquer qu’en double émulsion, le sigiall’écho réfléchi diminue peu
a basse fréquence (3 MHz), de 12% et augmenteta fraquence (10 MHz), de 13%.
Au-dela de 15 MHz, I'écho réfléchi est totalemeté@ue.

La reproductibilité estimée par les écarts-typaevdiune gamme de taille & une
autre. Les écarts-type sont importants a bassaidreg, particulierement pour les

échantillons de 4-2dm avec 4-65um, pour la méme raison que précédemment.
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Figure 4-28 : Reproductibilité des spectres et écarts-typeespondant aux signaux moyennés pour cing
échos réfléchis de cing positions sur I'interfaceuésions doubles-verre. Les émulsions de type E/H/E

ont les diamétres correspondant a la préparatioeth la préparation-2, 11-48m avec 16-65m (en
haut), 12-10Qum avec 30-164m (au milieu) et 27-154m avec 21-273m (en bas).

Pour conclure, I'utilisation des impulsions ultrasees nous a permis d’étudier le
comportement des émulsions simples et doubles segraux ultrasons large bande. La
représentation spectrale de I'écho recu apres assage a travers les gouttes ainsi que
les globules, a montré une différence de profilcasglui des liquides témoins, I'eau et
I'huile. En revanche, les profils des spectres desmulsions ne montrent pas de
différence selon la taille ni le type.

La comparaison entre les spectres de I'eau, ddd)hdes gouttes et des globules

a mis en évidence l'effet de l'interface eau-hgile la propagation des ultrasons dans le
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milieu : A 5 et 10 MHz, I'absorption des ultrasoper les émulsions est différente de
celle par I'huile et par I'eau, en revanche, elie @milaire & des fréquences au-dela de
15 MHz.

L’interface eau-huile des gouttes et des globulasténué I'écho réfléchi par le
verre, a certaines fréquences auxquelles I'eathelld n'ont pas montré un résultat

identique.

L’absorption de I'énergie ultrasonore est peu dgpe@ ou sélective en fonction
de la taille des gouttes et globules d’émulsiornabsorption étant maximale entre 15 et
25 MHz, nous envisageons des tirs a des fréquamigses, par exemple a 20 MHz.
De plus, il reste a déterminer quelle intensitéastinore il faudrait appliquer pour
arriver a la destruction des émulsions dans le 8uwin possible relargage.
Vraisemblablement, il faut de grandes intensitas jpbtenir un effet de cavitation.

Les observations microscopiques, apres les exp@&semtrasonores, ne montrent

pas de destruction de ces gouttes et globulesildes de contenir de principes actifs.

4.3.4 Caractérisation électrique

4.3.4.1 Matériels et méthodes

L’appareil utilisé pour mesurer 'impédance estriedéle HP-Agilent 4284A.
permet le transfert sur micro-ordinateur des dosrdeeréactance (X) et de résistance
(R) pour une plage de fréequence de 20 Hz a 1 Midg.Maleurs de ces données varient
entre Q01 mQ et 100 M2. Le courant appliqué est un courant alternatifardarde 50
HA a 20 mA (valeur efficace). Il est appliqgué awlde par deux électrodes constituant
la cellule de mesure (Figure29). Le potentiel est mesureé par les mémes ébketrd_a

cellule a une épaisseur de 2 mm.
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Figure 429 : Passage d'un courant alternatif (1) entre detlectrodes (couleur grise) a travers un milieu
correspondant a une émulsion simple (a gauchedpeble (a droite).

Le module de 'impédance |Z| est déterminé a pladimesures de réactance et de
résistance. Sa représentation graphigue en fondéda fréquence est le diagramme de
Bode. Un changement d’'impédance de basse a hatdaefice est identifié sur le
diagramme de Bode par un point d’inflexion. Celu@dépend du chemin choisi par le
courant dans le milieu en fonction de la fréquertte.général, le nombre de points
d’inflexions observé dépend du nombre des brandR€s (R, résistance et C,
condensateur) et rend compte du modéle électriqu&vaent d’'un tissu composé de
plusieurs cellules vivantes (Figuré22). En effet, les ordres de grandeur des
composants dans chaque branche RC sont completdifiérgnts.

Le point d’'inflexion peut étre illustré sur une @uteprésentation graphique, le
diagramme de Wessel (ou de Cole-Cole ou encorehgrae Nyquist). La partie
imaginaire, (avec un signe négatif), de I'impédaasttracée en fonction de sa partie
réelle pour chaque fréquence (Figw80). L'avantage de cette représentation est que

chaque point d’'inflexion est identifié facilemerarpn pic sur un demi-arc de cercle.

A R

fréquence —m_

(-)Im{Z} () s

1

Re{Z} ()
Figure 430 : Exemple d’'un diagramme de Wessel pour unitiparalléle RC.

L’application clinique de la bioimpédancemétrie surtissu ischémique montre

plusieurs arcs de cercle sur le digramme de Wé¢Bgglre 431). C’est un tissu dans
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lequel les cellules gonflent progressivement parépé@tion d’eau extracellulaire, riche
en ions en raison de la défaillance de la pompend’'isous le manque d'oxygéne et
d’énergie. Par conséquent, les cellules augmementaille et envahissent I'espace
extracellulaire. Ceci provoque une réduction duraotua basse fréquence, et produit
une impédance de module important a la méme frégudre diagramme de Wessel
pour un tissu ischémique est illustré par la Fig#®l, il comporte plusieurs demi-
cercles correspondant chacun a une taille celldies valeurs de résistance et de
réactance a basse fréquence pour chacun de ceaugmoentent en méme temps avec
'augmentation de la taille des cellules. On natechaque pic du demi-cercle un point

d’inflexion correspondant a une taille cellulaire.
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Figure 4-31 : Diagramme de Wessel d’'un tissu non ischém{Queour des cellules de taille normale, et
ischémique qui augmentent en taille progressivergieat 2). [lvorra2003]

Dans notre étude le module de I'impédance ainsilgugiagramme de Wessel

sont déterminés dans notre étude en fonction del dgs émulsions et de la taille des

gouttes et globules.

4.3.4.2 Résultats et discussion

e Eau distillée, huile de paraffine et sérum physjidoe
La Figure 432 et la Figure433 représentent les diagrammes de Bode et de
Wessel de I'huile de paraffine, de I'eau distiledu sérum physiologique a 0,2%.

Pour les fréquences 1 kHz, le module d’'impédance de I'huile de parafiest
plus important que celui des deux autres compos8atsaleur décroit de 130Ma 14
MQ pour 'huile de paraffine, de 929 a 509Q pour I'eau distillée, et de 24D a 27Q

pour le sérum physiologique. Les valeurs pour l#aides fréequences inférieures a 100
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Hz ne sont pas prises en considération, en raisola glage de mesure de I'appareil
donnant des valeurs erronées au-dela de 100 M

Pour les fréquences100 kHz, les modules de I'impédance des troisemydisont
plus faibles qu'aux fréequencesl kHz. Ils ont pour valeurs respectives de 13914
kQ pour I'huile de paraffine, de 482 a 325Q pour I'eau distillée, et de @5 Q a 227

Q pour le sérum physiologique.
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Figure 432 : Diagramme de Bode concernant le module dep&dance |Z| de I'huile de paraffine, de
I'eau distillée et du sérum physiologique de 0,2%.
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Figure 433 : Diagramme de Wessel, concernant la réactaf¢em/Z}) en fonction de la résistance R
(RefZ}) a chaque fréquence, de I'eau distillée et duiséphysiologique de 0,2%.
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La représentation graphique par le diagramme des#Vee I'eau distillée et du
sérum physiologique montre une diminution linéalecla réactance et de la résistance
d’'une fréquence de 20 Hz jusqu'a,&1 kHz (468Q, 178 Q) pour I'eau, et jusqu’'a 1
MHz (2,27 Q, 0,12 Q) pour le sérum.

On interpréte cette courbe de la maniére suivante :

A basse fréquence, les ions ‘Nat CI s’accumulent sur les électrodes par effet
électrolytique. Il y a alors effet capacitif, onnsbtate une réactance avec des valeurs
importantes et un passage du courant électriquavars le milieu tres faible. A haute
fréquence, les ions n'ont pas le temps de s’accamnuur les électrodes, il n'y a alors
plus effet capacitif. Il n'y a alors qu’'un seul plaénene physique en jeu, et donc on
observe un effet conducteur simple, dont la réststaest faible et la partie imaginaire
de I'impédance baisse simultanément avec la frémueour décrire une décroissance
linéaire

En revanche, le graphe de I'eau distillée, c'edir@-d’eau non ionisée, décrit une
droite décroissante pour les basses fréequences'gul#j62 kHz puis un quart d’arc de
cercle traduisant une augmentation de la réacteindeninution de la résistance jusqu’a
atteindre un pic a 1 MHz (228, 234Q).

La partie rectiligne des basses fréquences comesao méme comportement que celui
du sérum physiologique mais pour des parties R éteaucoup plus élevées. Comme
elle fait avec I'axe des abscisses un angle d’envi#5°, sa forme, selon Hornebecq
[Hornebecq2000], est fonction de la nature destréldes. Le pic a 1 MHz
correspondant au quart d’'un cercle pourrait éeégrsmoi, di a la polarisation des
molécules d’eau a cette fréquence pour créer uet efbndensateur qui pourrait
empécher le passage du courant a travers le miieypense que le condensateur créé
est di a la réorganisation spatiale des moléculmudpar rapport a la polarité des

électrodes.

e Emulsion simpleaudans I'huile
La Figure 434 et la Figure435 représentent les diagrammes de Bode et de

Wessel des émulsions simples eau dans I'huile.

Pour les frequences inférieures a 1 kHz, les maeddk 'impédance des trois

tailles de gouttes sont voisins. Leurs valeursalésent de 28 MQ jusqu’a 4 M.
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Pour les fréquences supeérieures a 1 kHz, les toisbes sont exactement
superposées. Les modules de 'impédance varignéctgement de,8 MQ a 45 Q.

Les réactances sur le diagramme de Wessel a dpsefrées inférieures a 1 kHz
décroissent de 131 MQ a 43 MQ pour les gouttes de 6-36n, de 16 MQ a 43 MQ
pour les gouttes de 7-64n et de 1.F MQ a 414 MQ pour les gouttes de 18-1%4n.
Au-dela de 1 kHz, les valeurs diminuent de 66 & 356Q pour les résistances et de

3,38 MQ a 45 kQ pour les réactances.

Sur le diagramme de Bode, on n'observe pas derelifé@ en fonction de la taille
des gouttes d’eau, ce qui explique la prédomindeda trés haute impédance de I'huile
et de la haute impédance de I'eau distillée a degiEnces inférieures a 1 kHz.

Le module de I'impédance par rapport a celui daikhde paraffine pure est incurvé a
partir des fréquences supérieures a 1 kHz avecvdiesirs nettement plus faibles
d’environ 71% a 10 kHz (voir Figur#£32).

Sur le diagramme de Wessel, les trois courbes éseptent que des différences
tres faibles qui peuvent étre prises sur le cordpteincertitudes liées a la technique de

mesure.
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Figure 434 : Diagramme de Bode concernant le module dep&dance |Z| des gouttes d’émulsions
simples eau dans I'huile de diameétres 685, 7-64um et 18-154um.
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Figure 435 : Diagramme de Wessel, concernant la réactaf¢em/Z}) en fonction de la résistance R
(RefZ}) a chaque fréquence, pour des gouttes d’émudsgimples eau dans I'huile de diamétres 6-35

MM, 7-64,m et 18-154m.

¢ Emulsion simple dsérumphysiologiguedans I'huile

Sur la Figure#-36, on voit que le module de I'impédance est lenm@uelque soit
la taille des gouttes de sérum physiologique aa-ald 1 kHz, tandis qu'il est en
fonction de la taille a des fréquences infériedrdskHz : a 100 Hz, il est de ,86MQ
pour les gouttes de 20-19@n, et de 14 MR pour celles de 4-3@m.

Sur la Figure437, on observe une diminution de la résistanatedh réactance

avec la diminution de la taille.

L'impédance résulte de la traversée par le coudent’huile qui est trés peu
conductrice et du sérum qui est conducteur, ce rques interprétons comme une
diminution de la taille des gouttes de sérum etdinenution du parcours dans I'huile a
basse frequence. Les distances capacitives estgoldtes se réduisent quand celles-ci
sont petites, comme indiqué sur le schéma de lar&ig38, et par conséquent la
capacité équivalente est un peu capacitive. Emadne I'augmentation de la taille des
gouttes de sérum se traduit par une augmentatigaudours de courant dans I'huile.

A haute fréquence, I'impédance faible s’explique Ipeffet capacitif plus faible
de 'huile et du sérum qui est conducteur, ce dgriie que quelque soit la taille des

gouttes de sérum, I'impédance globale est minimale.
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Les graphes de la Figu#37 sont comparables a ceux d'un tissu ischémique

(Figure4-31).
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Figure 436 : Diagramme de Bode concernant le module dep&dance |Z| des gouttes d’émulsions
simples sérum physiologique dans I'huile de diag®#-33um et 20-19Qm.
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Figure 437 : Diagramme de Wessel, concernant la réactaf¢em/Z}) en fonction de la résistance R
(RefZ}) a chaque fréquence, des gouttes d’émulsionplegmsérum physiologique dans I'huile de

diametres 4-33m et 20-19Qum.
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Figure 438 : Schéma du courant alternatif traversant urliguni contenant des gouttes d’émulsions
simples sérum physiologique dans I'huile de diage#-331m et 20-19qum. A gauche, flux de courant
traversant plus les gouttes de sérum de petitéetgile I'huile. A droite, flux de courant traversgus
I'huile que les gouttes de sérum de grande tallenc, le flux de courant traversant les gouttesérim
de petite taille est plus important que celui tn@aat les gouttes de grande taille.

e Emulsiondoubleeau dans I'huile dans 'eau

Sur la Figure#39, il y a une faible différence d’'impédance ené® globules de
16-201um et ceux de 16-170m au-dela de 500 kHz, tandis que I'écart est ingmbra
des fréquences inférieures a 500 kHz : & 1 kHmddule de I'impédance est d® KQ
pour les globules de 16-2(n et de ¥4 K Q pour ceux de 16-170m, avec un écart de

26%.

Sur la Figure#40, les graphes décrivent une décroissance lm@air les basses
fréquences jusqu’a 16 kHz pour les globules de ABin et jusqu’'a 238 kHz pour
ceux de 16-17Qum (premiére partie), puis un-demi arc de cercler pes fréquences
moyennes et élevées, lui-méme composé d'une secpadie avec une réactance
croissante jusqu’a 501 kHz pour 16-301 et jusqu’a 631 kHz pour 16-17n, et une

troisieme partie décroissante pour les fréquenggérieures.
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Figure 4-39 : Diagramme de Bode concernant le module depédance |Z| des globules d’émulsions
doubles eau dans I'huile dans I'eau de diamétrelI6.4m et 16-20m.
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Figure 440 : Diagramme de Wessel, concernant la réactad¢em/Z}) en fonction de la résistance R
(Re/Z}) a chaque fréquence, pour des globules d’émumgsidoubles eau dans I'huile dans I'eau de
diameétre 16-17Qm et 16-20Jum.

Nous interprétons ce comportement de la maniexaste :

Pour la premiére partie de ce graphe, la formecjpatement linéaire et
décroissante de la courbe correspond a la natuseebbetrodes, a rapprocher du

comportement décrit plus haut pour I'eau distillBbe signifie aussi que le courant ne
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pénétre pas dans les globules car 'impédancehidd’ est tres supérieure a celle de
'eau distillée (voir Figure#32). Il s’agit donc d’'un courant qui traverse wegqent
I'eau distillée a I'extérieur des globules, comnestindiqué sur le schéma de la Figure
4-41.

Dans la seconde partie de la courbe, I'effet caipalli & la membrane d’huile
entre en considération. Le courant a des fréquanogennes commence a traverser les
globules. Les valeurs maximales des pics sur les-dercles de la Figuré40 ne sont
pas les mémes. La valeur de ce maximum de réacthascglobules les plus grands est
supérieure a celle des globules plus petits, aisemblablement, I'épaisseur moyenne
d’huile traversée est plus importante.

Aux fréquences situées au-dela du pic du demi-egelal réactance diminue, car
comme dans un condensateur, le courant a hauteefiéq traverse aussi bien les

milieux trés isolants comme I'huile et que ceux msasolants comme I'eau distillée.

On peut ainsi caractériser la membrane de I'huiteeeglobules et gouttes d’eau a
I'intérieur des globules par le pic de valeur maaienobservé sur la Figure40, ce qui
peut étre rapproché du pic d'une bicouche lipidiuse membrane cellulaire (Figure
4-31). L’huile a l'intérieur des globules se comgodlors comme un condensateur de
capacitance qui dépend de I'épaisseur de I'huilead distillée a I'intérieur des gouttes
et a I'extérieur des globules se comporte commerésistance. On peut représenter un
globule d’'une émulsion double par un circuit enafidle comprenant une résistance
pour le milieu extra-globulair®e une résistance pour le milieu intra-gouReet une
capacité pour la membrane huile@e(Figure 442).
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Figure 441 : Schéma du courant alternatif, a basse et édréquence traversant un milieu contenant
des émulsions doubles eau dans 'huile dans I'dawiamétres 16-170m et 16-20m. A gauche, flux
de courant traversant les globules de taille pethedroite, flux de courant traversant les globutkes
taille grande.
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Figure 4-42: Simple modéle électrique d'un globule d'énmmisdouble. Re, résistance du milieu
extracellulaire, Ri, résistance du milieu intracddire, et G, capacité de la membrane huileuse
assimilée a un condensateur.

La caractérisation électrique des émulsions simgledoubles donne un résultat
intéressant dans la perspective du relargage décuhes de principes actifs sous un
champ électrique. En effet, les gouttes d’émulsgimple contenant du sérum
physiologique et les globules d’émulsion double détontré un profil d’'impédances
complexes similaires a celui d’'une cellule vivarie. adoptant le la représentation de
Wessel, il apparait un pic sur un demi-cercle gesrgouttes de sérum physiologique
sensible a la taille des gouttes, et un pic sudemi-cercle pour les globules sensible a
I'épaisseur de la membrane d’huile a I'intérieutinterface eau-huile et la membrane
cellulaire sont détectées a des fréquences diti&sefirigure#23 ; Figure 4#40), en
raison de différences entre la structure de I'fat eau-huile et celle de la bicouche
membranaire.

4.4 Conclusion

Le modéle expérimental concu in vitro, avec les aséphéres marquées dans un
environnement simulant grossiérement une vascatais tumorale et son drainage
veineux, a pu répondre a nos interrogations steléggage éventuel du marqueur avec
des “pressions négativés Grace a la méthodologie de correction concue @eamt
une quantification précise de I'agent de contrésigué dans le liquide de perfusion, le
procédé mis en place de 4h de pompage préalabtkit@ndes Hépasphéresisibles
qui ne relarguent pas. Elles sont donc stablessédles. Pour le débit d’'un carcinome
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de foie de 2 ml/min, la dissociation estimée par rapport auzsunes déduites du

modéle est de fil d’Endoren?, soit 1% de la dose initiale dans les Hépasphéres

Dans le cadre d’exploration des conditions de gelge des principes actifs, la fixation
des immunoglobulines (IgG1), équivalent aux antiSFE sur les Hépasphéresst

faisable. Cependant le rendement des réactionou@age avidine-Hépasphere n’est
pour l'instant que de 60% (couplage covalent), est interactions chimiques entre

sphéres et molécules ne garantissent pas la p&elas propriétés initiales.

La caractérisation mécanique des émulsions singpldsubles par analyse spectrale des
échos gu'ils réfléchissent, a mis en évidencedteffe 'interface entre I'eau et I'huile
(atténuation et absorption). Pour les deux typésndisions, I'absorption des ultrasons
est faible a 10 MHz et forte au-dela de 15 MHz. \daespective serait d’utiliser des tirs
a des fréquences uniques, par exemple a 20 MHzabsokption est maximale, et de
savoir quelle intensité ultrasonore il faut appigyour arriver a la destruction des
émulsions, par cavitation ou simple élévation dep@rature, dans le but d’'une possible

relargage.

Enfin, I'exploration des caractéristiques électagudes émulsions simples et doubles
pour toute une gamme de fréquences a démontré afih @irmpédances complexes

similaires a celui d’'une cellule vivante. Une ifid@e eau-huile et une membrane
cellulaire semblent donc pouvoir étre caractérisgedes fréquences difféerentes, en
raison de différence entre la structure de l'ireteef et celle de la bicouche membranaire.
Il faudrait envisager des séries de modificatiosté@yatiques des caractéristiques des
impulsions (durée, puissance, forme) pour provoquee rupture réversible ou

irréversible de l'interface eau-huile dans le butné possible relargage, et ceci dans

I'environnement IRM.
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L’embolisation artérielle a récemment émergé suldm interventionnel comme
un traitement sir et efficace pour arréter une g ou induire la dévascularisation
d’'un tissu cible. La visualisation directe des dgetiocclusions vasculaires n’est pas
toujours possible. L’estimation de leur positiomsida branche vasculaire en se basant
sur la distribution de produit opaque aux rayongst partiellement incorrecte. Un
marquage des agents d’occlusion vasculaire estagable pour leur suivi par IRM
pendant I'intervention ou a postériori, ce, notamtren raison de la diffusion de I'IRM

comme modalité d'imagerie anatomique et intervemiele.

En conclusion, ce travail comporte un volet méthogigue et un volet
expérimental.

Sur le plan méthodologique, notre contribution ®@ne essentiellement la
proposition d'un algorithme pour la correction disbles variations d’intensité
mesurée. Il s’agit dans un premier temps d’un migeiment qui optimise les conditions
d’acquisition de l'imageur (TR, Nex, épaisseur debupe, les gains d’émission et de
réception de l'antenne, le choix de I'antenne etlaleséquence), la position et la
répartition des éléments de I'objet sur le supddains un second temps, il concerne un
traitement par moyennage de l'intensité mesuréa dbjet sur une image pour une
position donnée avec celles du méme objet dandrd&positions ou directions. Ceci
réduit les non uniformités afin de permettre dengagen précision de mesure. Les
résultats de notre algorithme sur un fanttme homegént satisfaisants, la dispersion
de non uniformité par rapport a la moyenne a digide 30% sur le fantdbme de sérum
physiologique et de 51% sur le fantdme d’huile. Gelications utiles indiquant la
fiabilité de notre algorithme nous ont permis deamjifier les faibles variations

caractérisant I'échantillon sans avoir une erreduite par les défauts d’intensité.

Au niveau expérimental et du savoir faire, les &gebtocclusion vasculaire qui
étaient invisibles dans le plan interventionneltsoaintenant visibles sous IRM par des
trous noirs. Ce résultat est obtenu grace a laégiemde marquage élaborée avec une
guantité optimale de produit de contraste miseir#téfieur de microparticules, les
séquences définies avec des parameétres optimalex min choix de I'antenne. La
signalétiqgue des microparticules sur les images BMconstamment en hyposignal sur
'ensemble des séquences utilisées, tel que le SHGRt la Fiesta (FT1). Les trous

noirs obtenus sur les images IRM, pour des reingade ou de brebis, confirment que
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le marquage en hyposignal est plus simple et stalii@ipour pouvoir différencier les
particules marquées qui se trouvent dans des wstesctvasculaires des tissus
environnants. Quelques soient le nombre et le reatle microparticules, les trous noirs
sur les images IRM sont identiques. lls ont un @enapparent 2,5 fois la taille réelle
pour des microsphéres de Tris-actimbosphér@” singlets destinées & I'embolisation
permanente des fibromes utérins.

Dans le cadre du développement de matériels d'sicriwisibles sous IRM et
eventuellement de vecteurs de drogues, les résubfattenus sur le marquage des
microsphéres, qui se présentent & I'état initiassorme de poudre (Hépasphérpsest
satisfaisant. De méme, le marquage de micropagBcainsi que de microcapsules,
réalisées par nos soins concernant des microbiddginate et des modeles d’émulsions
est aussi satisfaisant. Ces matériels d’occlusien rgpus avons marqués sont visibles
sous IRM par des trous noirs. Le seuil de détedbiles agents d'occlusions
vasculaires avec und&kM 1,5T est de moins de 5@m. La conception d’un modele
expérimental in vitro avec la présence des Hépasphémarquées dans un
environnement simulant grossierement une vascataris tumorale et son drainage
veineux, a conduit & des Hépaspheressibles qui ne relarguent pas. La réaction de
couplage des Immunoglobulines (IgG1l), équivalentas< anti-VEGF, sur les
Hépapshéres comme alternative & I'utilisation des cytotoxiqss possible, mais plus
d’essais en chimie sont nécessaires pour amélieserendements de couplage. La
caractérisation mécanique des émulsions simple®wdiles par analyse spectrale des
eéchos qu'ils réflechissent, a mis en évidencedteffe I'interface entre I'eau et I'huile
(atténuation et absorption). Pour les deux typésndisions, I'absorption des ultrasons
est faible a 10 MHz et forte au-dela de 15 MHz.xpleration des caractéristiques
électriques pour toute une gamme de fréquencesmardé un profil d’impédances
complexes similaires a celui d'une cellule vivanténe interface eau-huile et une
membrane cellulaire semblent donc pouvoir étre até@rsées a des fréquences
différentes, en raison de différence entre la sirecde linterface et la bicouche

membranaire.

Cette compréhension de la problématique et ce isdadie pour le suivi,
I'amélioration des techniques destinées a I'IRMeiméntionnelle ou de thérapie
vectorisée constituent maintenant une base poenteri des recherches cliniques. Selon

les indications des outils adaptés permettront pliefficacité : localisation des
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microsphéres de Tris-acryl pour les fibromes ugririlisation d’'Hépasphérepour les

carcinomes du foie, largage controlé localisé decres actifs sur certaines tumeurs.

Il reste un certain nombre d’interrogations, d'es®&h de progrés a prévoir. Ceux-
ci pourront étre éclaircis dans I'avenir par plusgestratégies :
- Utilisation d’'un imageur a champ plus intense.
- Production d’émulsions de tailles plus régulieres.
- Utilisation des tirs ultrasonores a des fréquemeess ou I'absorption est
maximale, et contrble de la destruction des émussio
- Etude du comportement des émulsions dans un flugusa.

- Chargement des émulsions avec des principes actifs.

Au terme de cette étude, et malgré de nombreuxdsméxistant encore, une
nouvelle voie de recherche sur les techniques dect@bilité des matériels
d’embolisation vasculaire sous IRM se dessine,eggdcdéveloppement de savoir faire
dans notre laboratoire, a I'observation expérimentt a la compréhension des

mécanismes physico-chimiques mis en jeu.
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AnnexeA
Agents d’occlusion vasculaire utilises en

clinigue

Agents Caractéristiques Avantages Inconvénients Apipations Références

Particules ;

Poudre a I'état sec

devenant une éponge . Trauma;
gélatineuse dans une Occlusion e Ocolus occlusi

: . mécanique rapide Occlusion cclusion

Gelfoam®  solution aqueuse; 9 P . L [Douglas1994]
et partielle des temporaire temporaire ;
Compressible ; arteres larges
Tumeurs

Poreux ;

Insoluble dans I'eau

Fluides ;

Occlusion des o
vaisseaux Répétition du ~ Chiomio-
tumoraux processus chaque€mbolisation

Esters éthyliques
d’acides gras iodés de

- ® ; . [De Baerel995];
Lipiodol I'huile d’'ceillette ;

(Guerbet périphériques; 3 ou 4 mois ; temporaire des [De Baere1996];
S.A) Mélangé avec une L ] Heépato- ’
solution saline, un Fixe Occlusion Carcinomes [Pelletier1998]
agent de contraste (I- préférentiellement temporaire Cellulaires
131) ou un agent antj- Par la tumeur

cancéreux

TableauA-1 : Agents d’embolisation temporaires de formergétrique irréguliére.

Agent Caractéristiques Avantages  Inconvénients  Applications Références

Approprié aux

Implants expansibles ; Vaisseaux Trauma;
Rapide ; collatéraux ; ] R
Longueur : 2-30 mm ; Varicocele ;
Spire . N Disponible ; Occlusion o [Douglas1994]
Métallique (Tungsténe : unique des Limité pour le
MDS® ou Platine : Facile a utiliser  prtares larges ;  traitement
GDS?, DCS) tumoral
Inélastique
. Occlusion au
Particules non . d
; sphériques (Ultra ; niveau des
Polyvinyl p ® o Occlusion petites
alcohol Ivalon ,@Tr'uﬂll : rapide et artérioles Tumeurs [Douglas1994]
(PVA) Contour) ; permanente
Forme

150-1,000 pm, RPN
irréguliere
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Fluide ; Occlusion au
Agent sclérosant . mve.ﬁlu. des. Malformation
(Ethibloc®) en Occlusion CapIialres artérioveineuse ;
Ethanol  ganaturant les protéines rapide et Toxique : ' [Douglas1994]
dans le sang pour créer Permanente Tumeurs
une thrombose Embqlisgtion
vasculaire non ciblé
Particules
(Histoacryf);
Liquide n-butyl- Occlusion
cyanoacrylate (NBCA)  Permanente ;. gecjysion du Malformation
Colle qui se polymérise en gel thét tériovei [Douglas1994]
lors son contact avec le Conforme aux  C#METEr arierioveinetise
. Iésions
sang, la saline ou
I'agent de contraste
ionique
TableauA-2 : Agents d’embolisation permanents de formerggoque irréguliere.
Caractéristiques
Agent Applications Références
Communes différentes
. Polymeére acrylique (Tris-acryl)  Tumeurs hyper-
Microsphere :  Hydrophile ; imprégné par la gélatine porcine ;vascularisées : [Laurent2004]
(EBTObSOSEQreJ(_'@ Mlcropore'use.; 6 calibres [40-1200pm] ; Fibromes ; [Pelage2003]
Medical, S.A.) Pas d'agregation ;- Non radio opaque ; Malformation [Beaujeux1996]

Microspheére :

Embolisation

- Translucide
ciblée ;

artérioveineuses

Biocompatible ;

HepaSpheré" Compressible ;
(BioSphere Non résorbable :
Medical,S.A)  Elastique : um

Poly(vinyl alcoholo-sodium
acrylate) copolymer ;

Poudre en 3 calibres [5200

Chimio-
embolisation des
carcinomes

[Luis2008]

hépatocellulaires et [Osuga2002]

métastases

Expansible dans 0.9% du NaCl ; hépatiques

[Khankan2004]

TableauA-3 : Agents d’embolisation permanents de formeargdaque réguliére.
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AnnexeB

Protocole de fabrication de billes d’alginate
marquees par agent de contraste

| Etapes

| Procédures |

| —Solutions préalables a la fabrication de billes

Temps

-1

Quatre bouteilles de 500cc de sérum physiologiqQg%b stérile sont achetées a
pharmacie. (ce nombre de bouteille est suffisant péaliser toutes les étapes dg
fabrication, du ringage et du stockage de 5 dogésscdans [&ableau 3-20).

la
la

-2

Préparation du bain de polymérisatian versant de la poudre de Ca@ans le
sérum physiologique et laissant la solution enaigit pendant 15 minute&arder
ensuite la solution au frigo.

Cette solution peut étre préparée quelques jowastda fabrication de billes.

15 min

Préparation de la solution d’alginate a 2% avem&queuren mélangeant, penda
5 minutes le sérum physiologique avec une certaine quadiEtémarqueur pou
obtenir la concentration souhaitée (v@iableau 3-20). Verser ensuite la poudi
d’'alginate au milieu aqueux qui va rester en agitappendant 2 heureafin de
dissoudre totalement l'alginate. La quantité deptaidre est déterminée par u
balance de haute précision (voableau 3-20).

nt

r .

e 5 min
+
2h

ne

Total

2h20min

Il — Fabrication de billes d'alginate

Temps

-1

Nettoyagede tuyaux de la pompe péristaltique et de buséezar distillée

20 min

-2

Polymérisation de la_solution d’alginate & 2% aleanarqueur & encapsulezn

tirant celle-ci (FiguréB-1 a) par une pompe péristaltiquéFigureB-1 b) jusqu’a une

buse équipée d’'une aiguille (FiguBel c). La solution est extrudée, sous forme

gouttelettes, par pression d’air comprimé&Figure B-1 f et d) dans le bain d

polymérisation” (FigureB-1 d) qui est déja placé sur l'agitateur (Figird d) et

sous la buse (Figu®-1 c) d'une distance de 5 cm.

"0,2 g de la poudre d'alginate est mélangé avec sptution de 10 ml du et de

marqueur (dans notre cas).

“ Débit de la pompe est équivalent & un indice de55,6

" Débit d'air est réglé en fonction du calibre de leis souhaité (indice 55 : 60
).

A{Plo ml d’une solution d’alginate nécessite 80 ml die solution de CaGl(il faut

8.5g de CaGlpour 500 ml du 9.

de
e

10 min
(pour
10ml de

gel)

-3

Billes marquées et polymérisésmnt gardées en agitation

15 min

-4

Rincagede billes par le sérum physiologiqué’opération est répétée deux fois.
chaque fois, le bécher contenant les billes esisrenr I'agitateur pour 1 minute lo
de nouvel sérum physiologique est rajouté pourcaffr ensuite le deuxien
rincage.

A
S
e 6 min

"10 ml de la solution d’alginate nécessite 80 ml Sgpour rincer les billes.

-5

Conservatiorde billes d’alginate dans dupS

10 ml de la solution d’alginate nécessite 80 ml & pour conserver les bille
dans le flacon

2 min

o

| Total

53 min

Les billes d’alginates marquées sont ensuite pasad®RkM le jour méme de leur fabrication

TableauB-1

: Procédure de la fabrication de billes d’algte avec le marqueur a encapsuler.
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(c) Support et buse

(b) Pompe péristaltique

oooo

(a) Solution d'alginate
avec le marqueur

(d) Bécher de polymérisation
sur un agitateur magnétique

() Sortie de
I"air comprimé

(e) Débitmétre et
valve d’air

Figure B-1 : Schéma des matériels utilisés lors de la potidn de billes d’alginate.

Protocole de préparation du support

D

Etape # Action Matériel Note
1 Mettre la gélose a fondre a| Gélose
Préparation 100°C pendant 1 min. Micro-onde
du support 5 Sortir la gélose de la micro- Gélose
onde
6 Couler une quantité de Solution de gélose La gelgse doit étrg
. . . - e complétement
Préparation gélose dans le contenant | Boite de Pétri liquide
du contenant . — - g -
Laisser refroidir la gélose - - .
7 . Boite de Pétri avec gélose
pendant 20 min
Flacons de billes
9 Prélever quelques mL de | d’alginate 60Qum
MS dans une seringue Cbne de 20G (0.9mm)
Micropipette (2@ul)
Ajout des . | Micropipette
billes 10 | Faire tomber 1 goutte surld ~5 046 250G (0.9mm)
couche de gélose N s K
Boite de Pétri avec gélose
PIa_ger les MS Cbne de 20G (0.9mm) Des amas de billes
11 | individuellement ou en .
. (Microscope) del, 23,45
amas sur la couche gélose
Prélever quelques mL de | Gélose liquide
gélose dans une Cbne de 20G (0,9mm)
micropipette Micropipette (2qQu)
Faire tomber quelques Micropipette
12 | gouttes de gélose sur les | Cone de 20G (0,9mm)
billes pour les fixer Boite de Pétri avec gélose
Recouvrement Laisser refroidir pour 10
des billes | 13 | -<° P
Prendre des photos Microscope
microscopiques Appareil photo numérique
Lentement, verser de la . - Les billes sont
X o Gélose liquide
gélose sur la premiére - - entre les 2 couche
Boite de Pétri B’
couche de gélose
Laisser refroidir 20 min

TableauB-2 : Méthode de préparation du support en gélamesdies boites de Pétri, ensuite la méthode

de fixation des

billes entre les deux couches tiesgé
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Annexe C
Structure chimique des tensioactifs

Structure chimigue du tensioactif

Agent Utilisation et caractéristique
Classe Synthétique

Cationiqué Chlorure de Benzalkonium, Chlorure de
Benzéthonium .

Anioniqué Savon avec I'amine (stéarate de Emu!smn H/E_ ) o
triéthanolamine), savon avec l'alkali Des ions positifs (cations) ou négatifs
(oléate de sodium ou de potassium) (anions) sont libérés en solution aqueuse
détergents (laurylsulfate de sodium, HLB élevée
doucusate de sodium, dicotyl
sulfosuccinate de sodium)

Non-ionique  Esters de sorbitan (Sparirweer?, ou Emulsion H/E ou E/H” selon la valeur
esters de glycérol) de HLB

Amphotérée Emulsion H/E

Détergents, charges libérés en solution
agueuse suivant le pH du milieu, alcalin
(anions) ou acide (cations)

HLB élevée

Dérivés des

Naturel

Acacia, agar, pectine, lécithine de soja, Emulsion H/E

végétaux  tragacanthe, carragénane Pas chers, non toxiques, manipulables,
efficaces a des grandes quantités, aident a
la croissance microbienne
Dérivés des  Gélatine, lanoline, cholestérol, Iécithine Emulsion H/E
animaux du jaune d'oeuf formant une couche monomoléculaire,
causant des réactions allergiques, aidant a
la croissance microbienne, donnant des
odeurs désagréables
Agents semi- Méthylcellulose, carboxyméthylicellulose ~ EmulsiorEH/
synthétiques Emulsifiants forts, non toxiques,
indépendants de la croissance
microbienne, trés chers
Agents Carbopol§ Emulsion H/E et E/H
synthétiques Augmentation de la viscosité du milieu
dispersé pour éviter les interactions entre
les gouttelettes
Agents Acides gras (acide stéarique), alcools gr&tabilisateurs et durcisseurs des
auxiliaires (alcool stéarylique ou cétylique), esters émulsions, émulsifiants faibles, combinés

gras (monostéarate de glycéryle) avec d'autres émulsifiants

“Cationique, anionique, non ionique : la téte padaite la molécule du tensioactif comporte une chaogitive, négative ou aucune
charge nette” Amphotére : la téte polaire de la molécule comparte charge positive et négative (la charge glolestenulle).
" H/E: huile dans I'eau.™ E/H: eau dans I'huile

TableauC-1 : Structure chimique, utilisation et caractéidgsie des tensioactifs.
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Tension Surface
Tensioactif CMC (%w/V) superficielle a moléculaire HLB
CMC (dynes/cm) (A2/molécule)
Span 80 0,025 11,05 32,45 4,3
Span 83 0,024 13,18 34,58 3,7

TableauC-2 : Valeurs de la concentration micellaire criigf (CMC), du HLB, ainsi que de la surface
moléculaire de deux tensioactifs non-ioniques aleena [linterface eau-huile minérale (25°C).

[Foyeke1998]

o
CH,R, 0 R,

OH R,
R, R,

Tensioactif R R, R,
Span 80 00C(C,.Hs,) OH OH
Spa_n 83 OOC(leH'_J.'_J.:l OOC(CUH}}) OH

Figure C-1 : Structures chimiques de Spans 80 et 83.
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AnnexeD
Etalonnage de lagent de contraste :

’ ®
I'Endorem
Gamme Numéro Flacon ~ Sérum phy (ml)  Endorenf (ml) % Endorem®
Témoin 0 4 0 0%
1 3,998 0,002 0,05%
2 3,997 0,003 0,08%
3 3,996 0,004 0,10%
I 4 3,995 0,005 0,13%
5 3,994 0,006 0,15%
6 3,993 0,007 0,18%
7 3,992 0,008 0,20%
8 3,991 0,009 0,23%
9 3,99 0,01 0,25%
10 3,98 0,02 0,50%
11 3,97 0,03 0,75%
I 12 3,96 0,04 1,00%
13 3,95 0,05 1,25%
14 3,94 0,06 1,50%
15 3,93 0,07 1,75%
16 3,92 0,08 2,00%
17 3,85 0,15 3,75%
18 3,7 0,3 7,50%
19 3,55 0,45 11,25%
" 20 34 06 15,00%
21 3,25 0,75 18,75%
22 31 0,9 22,50%
23 3 1 25,00%
24 2,8 1,2 30,00%

TableauD-1 : Gamme de concentration croissante d’Enddtem
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Annexek
Structure et classes des anticorps, nature de la

liaison antigene-anticorps

Structure et classes des anticorps

Les anticorps sont des glycoprotéines de la supdiéades immunoglobulines
“lgG” formées de 4 chaines polypeptidiques (150 kDarh&nes lourdesH( pour
heavyde 50 kDa chacune, en violet sur la Figkré) et 2 chaines Iégérds pourlight
de 25 kDa chacune, en vert) qui sont reliées atitge par un nombre variable de ponts
disulfures assurant une flexibilité de la moléc@es chaines forment une structure en
Y et sont constituées de domaines immunoglobuliiees10 acides aminés environ.

Chaque chaine légere est constituée d'un domainstazd et d'un domaine
variable; les chaines lourdes sont composées dagmént variable et de 3 ou 4
fragments constants selon l'isotype. Pour un amtscdonné, les deux chaines lourdes
sont identiques, de méme pour les deux chainesekgge

o . s \{" :
o":\‘p\ Site de liaison Ny
Fv L ) = A g /4 +
-o"d : \g/ a l'antigene s NHy

Fab =58 85

Chaine légére

Papain —————» s
C §S Hinge
Fab Chaine lourde . 8 ot Pepsin
CH2 " s s CHO

S S
Fe 3 ems s s
|
Membrane ! I
extension é '

Région constante & Ny c‘fc\o‘

Figure E-1 : Structure d’'une immunoglobuline générale &uche) et chimique (a droite).

Les domaines constants sont caractérisés par goersge en acides aminés tres
proche d'un anticorps a l'autre, caractéristiquesl'@spece et de lisotype (classe).
Chaque chaine légere en posséde un exemplaire Qotd.es chaines lourdes
comportent, selon l'isotype, trois ou quatre domsiconstants CH1, CH2, CH3 et CH4

qui ne sont pas impliqués dans la reconnaissantardiggene, mais interviennent dans



Annexe E 267

l'activation du systéme du complémentes cellules immunitaires possédant les
récepteurs aux fragments constants (RFc) sont tespde lier les anticorps.

Les anticorps sont subdivisés en classes ou isotgedon la structure des
domaines constants des chaines lourdes [Godingl996lles que les
immunoglobulines : 1gG, IgA, IgM, IgE et IgD. Il este également des sous-classes
d'immunoglobulines, reflétant des différences filiss entre chaines lourdes. L'homme
posseéde ainsi quatre sous-classes d'lgGi(léfg&s,, 19Gs et 1gG) et 2 sous-classes
d'IgA (IgA; et IgA).

Un anticorps possede quatre domaines variablegssaux extrémités des deux
“bras’. L'association entre un domaine variable portéymar chaine lourde (Y et le
domaine variable adjacent porté par une chainerdé@é ) constitue le site de
reconnaissance (ou paratope) de l'antigéne. Aurg, molécule d'immunoglobuline
posséde deux sites de liaison a 'antigéne, umaude chaque bras. Ces deux sites sont
identiques (mais destiné a différents épitépesi'ou la possibilit¢ de lier deux

molécules d'antigéne par anticorps [Stryer1997].

Le clivage enzymatique spécifique permet d'isoifférnts fragments :

Le fragment « Fc » (cristallisable) est le suppet propriétés biologiques de
I'immunoglobuline, en particulier sa capacité ae éteconnu par des effecteurs de
I'immunité ou & activer le complément. Il est cdosét des fragments constants des
chaines lourdes (CH2), situés sous les deux btast @h fragment qui ne reconnait pas
I'antigene.

Le fragment“Fv”, le plus petit, est constitué uniquement des régieariables
(VL) et (W) pour fixer I'antigéne.

Le fragment Fab” est formé de la chaine Iégére en entigr-() et d'une partie
de la chaine lourde Q#CH1).

Le fragment F(aky) correspond a l'association du fragmenhtsab” et a la

premiere petite partie constante de la chaine éoquil est située sous la les deux bras.

! Complément : Groupe de protéines présent darérienssanguin et agit de pair avec les anticorps pou
réaliser la destruction des particules étrang@lsstdes cellules sanguines ou des bactéries.
? Epitope : Partie d'un antigéne reconnu par urptéce situé a la surface d'un anticorps.
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Nature de la liaison antigene-anticorps

La liaison entre un antigéne et son anticorps rs#feesles interactions non
covalentes multiples : liaisons hydrogéne, forces dan der Waals, forces
électrostatiques et interactions hydrophobes.

Les mesures thermodynamiques montrent que la camsbim antigéne-anticorps est
réversible avec une énergie de liaison de l'oradre4l a 45 kjoules/mole ; la constante
de dissociation de cette liaison est de I'ordrd@eM & 10™° M.

Cette liaison antigéne-anticorps est stable dargatame de pH4 a pH9 et pour une

plage de concentration en NaCl de 0 a 1M.
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AnnexekF
Procédures de couplage IgG-Hépasphéres

Couplage covalent entre IgG et

Hépasphére

Le couplage covalent ddgG sur des Hépasphérespeut étre réalisé par la

création de liaisons peptidiques (amide) selonrguatniéres :

- activation de la fonction carboxyle du polymere [gabiais deN-éthyl-N’-(3-
diméthylaminopropylN’-éthylcarbodiimide et de sel de sodiuni-
hydroxysulfosuccinimide (EDC/sulfo-NHS) afin d'obie une liaison
peptidique entre le groupe amine (-NH2) dé&gG et le groupe acide
carboxyliqgue (-COOH) du polymere (Figufel) [Hermanson1996a] ;

- couplage covalent indirect entre les deux entii@sune liaison peptidique
avec l'avidine (protéine) aprés activation de lanction carboxylique du
polymére par I'EDC/sulfo-NHS (Figure-2) ;

o
Oeg‘o_
‘ ) EDC )
. C- B J‘C- G'\I}

Il Sulfo-NHS Il
(o] o) .
Polymére contenant des Sl his ’::l;h.\-'.ateur
fonctions carboxyles intermédiaire
IgG
) IgG contenant une
) ﬁ fonction amine
~C-p— 196

Liaison peptidique entre
I’IgG et PHépaspheére

Figure F-1 : Couplage direct via une liaison peptidiqu€Q-NH-) entre la fonction amine deldiG et
carboxyle (COO) de I'Hépasphéreprés activation par EDC/Sulfo-NHS.
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f | EDC/sulfo-NHS
Cc- + Avidine C= Avidine

Il T
0

'Avidine
IgG--

Biotine

-IgG

Figure F-2: Couplage covalent indirect entre I'lgG et Bgasphéré via une liaison peptidique
covalente entre des molécules amines (avidine@®fahctions carboxyles du polymeére (Hépasphére).

Couplage non-covalent entre IgG et

Hépasphere : interaction avidine-biotine

Le couplage non-covalent entrégls et 'Hépasphére concerne une adsorption
physique directe delG sur le polymére de la microsphére, ou indirectel’paidine
(FigureF-3). Ce genre d’association n’est qu’une altewegpiour pallier I'inconvénient
concernant des pertes d’activité biologique deticamps qui réside dans I'association

covalente entre la biomolécule et le polymere.

\ )Laﬁ | )Avidinemlg(;

Biotine

Figure F-3 : Couplage par adsorption physique directe enftgG et I'Hépasphéré (a gauche) ou
indirect par I'avidine (a droite).

L’avidine est une protéine glycosyléehargée positivement que I'on trouve en
faible quantité, dans le blanc des ceufs d'oisedaxieptiles et d’'amphibiens. Elle est
secrétée sous forme d’'un tétramerex 128 acides aminés (Masse molaire 62,4 kDa).
L’intérét de l'avidine réside dans sa liaison fonpeesque irréversible avec la biotine
(vitamine H). Le volume tétramére (avidine) estragpnativement égal a 56 50 x 40
A3, Les quatre sous unités s'assemblent pour formerstructure quaternaire (Figure
F-4).

! Glycosylé : Glucide lié d’une fagon covalente & shaine peptidique ou protéine.
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L’avidine posséde une tres forte affinité pour iatibe : une molécule d’avidine peut
théoriguement se lier a quatre molécules de bio@ette interaction est non-covalente,
avec une constante de dissociatign=k10*° M, c’est-a-dire six fois plus puissante
gu’'une affinité antigene-anticorps [Doumiati2009nd la constante de dissociation est
comprise entre IDet 10° M. Le site de reconnaissance de la biotine estpauie
profonde (Figure-4), son volume est a peu prés égal au volume aulaliée de la
biotine (293 K). Lors de I'association de la biotine avec I'awiglj il y a formation de
36 ponts d’hydrogérfeet & peu prés 100 liaisons de type de Van der &Vaal
[Rosan01999].

Figure F-4 : Structure quaternaire de l'avidine.

La biotine ou vitamine H de forme de poire (Figuteb) est un facteur de
croissance présent en faible quantité dans chagjlidec C’est un composant clé pour
les réactions de décarboxylation : il est un cefactet un transporteur de €Q.a
biotine est le plus souvent associée avec lesitorxciamines (-NB) qui existent par
exemple dans lelyG, nous parlons alors de la biotinylation des amfiscsuivant leur
couplage covalent avec la biotine.

Tous les agents de biotinylation sont composés dayau bicyclique et d’'un groupe
fonctionnel réactif (Figur&-5). Les dérivés commerciaux sont constitués dena sur
laquelle ont été greffés des bras espaceurs Jatermenson1996¢]. Ceux-ci facilitent
I'accessibilité des composeés biotinylés a I'avidine

2 Ponts d’hydrogéne : Interaction électrostatiquefailele intensité reliant les molécules. Elle inypié
entre des charges positives portées par des atidsed un atome électronégatif (cas H et O) et des
charges négatives localisées sur un atome élegmtihée trouvant a proximité.

® Liaison de Van der Waals : Interaction électrigigefaible intensité entre atomes, molécules, oteent
une molécule et un cristal. Elle est due aux intéras entre les moments dipolaires électriquesides
atomes mis en jeu. Aucun électron n'est mis en aomentre les deux atomes.
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Bras espaceur

Groupe réactif \
Chaine acide

Figure F-5 : Biotine de forme d’'une poire (a gauche) e¢@un bras espaceur (a droite).

La reconnaissance moléculaire ou bioreconnaissaste au coeur de tout
processus biologique. Il est clair qu'une combioaigl’interactions non-covalentes
(ioniques), de liaisons hydrogéne et d'interactiohgdrophobes a lieu. La
complémentarité de la forme semble jouer un réleciat dans le processus de
bioreconnaissance. Le systéme avidine-biotine est gpmme modeéle pour cette
bioreconnaissance aussi bien dans le cas d'uredtfihité que dans le cas d'une faible
affinité. Il est intéressant de noter que les cleamgnts conformationnels sont attribués
a I'exclusion de molécules d’eau : cing moléculésad sont libérées de la poche a
biotine pour laisser la place a la vitamine H. $diihteraction de la biotine avec le
tétramere d’avidine est essentielle pour I'obtentiune affinité élevée ; pour ce
complexe, la constante d’association est d& W0', alors qu’elle n’est plus que de’10

M™ pour le complexe avidine-biotine 1/1.

En revanche, une interaction présentant une faifflaité peut s’établir entre
l'avidine et une petite molécule comme, par exenljpleide 2-(4-hydroxyphenylazo)
benzoique (HABA) [Wiltchek2006] ; ce type d’intetmn permet en particulier de
doser l'avidine.

En absence de biotine, le colorant (HABA) formeaamplexe de coordinatidravec
l'avidine, spécifiquement sur les sites de liaisda la biotine. Dans une solution
aqueuse, l'adsorption caractéristique de ce complest a 500 nm (le coefficient
d’extinction molairé: e= 3 400 M'cm* par mole d’HABA liée). L'affinit¢ HABA-
avidine est de 6 1OM™. L’addition de biotine & ce complexe déplace HAB®A son
complexe et libére le site de fixation de cette médriotine. Au cours de la libération

4 Complexe de coordination : Liaison covalente mciotide entre une espéce chimique (composés
covalents comme N§ICI, H,O, OH...) disposant de doublets d'électrdm®n liants’ disponibles pour
interagir avec d'autres atomes. Cette interactiestrpas un partage symétrique du doublet aveaitre.a

® Coefficient d’extinction molaire : rapport entraldsorptivité et la concentration d'une entité dhira
absorbante dans ce milieu (exprimé en Lvwh?).



Annexe F 273

des sites de fixation de la biotine, 'absorbaneedmplexe HABA-avidine diminue en
fonction de la quantité de biotine ajoutée.
Nous adopterons ce dosage dans cette étude, afuhétéeminer le degré de

biotinylation des anticorps ainsi que le taux dtine fixée sur les Hépasphéres

Matériels

Appareils
Marque Commentaires

Mesure I'absorbance d’'une molécule pour

Spectrophotométre UVIKON XS (SECOMAN) la doser dans une solution

Microscope inversé a Agrandi la zone fluorescente

Leica DM 600M
fluorescence

Centrifugeuse Jouan CR3
Pompe a vide Pression Millipore
Agitateur tangentiel Yellow line 2 basic

Test ELISA (Enzyme Linked Immuno-

Lecteur de microplaque DYNEX MRX absorbent Assay)

pH meétre multical Mesure le pH de la solution
Cuves en quartz de 1.2 ml

Produits chimiques et biologiques

Noms Fournisseur  Référence Commentaires
Albumine de sérum de . . N
bovin (BSA) Sigma A7906 Protéine modéle
IgG de souris P.AR.LS IG 13-2 Anticorps polycomn

IgG1 de rat purifié (prod
rat) (anti-DNP)

Anti 1gG (H+L) de rat

P.AR.LS TC 181-0  Anticorps monoclonaux

Anticorps marqués a la peroxidase HRP

purifié PAR.IS Bl 2411 (horseradish peroxidase)
1-Fluoro,2,4-dinitro- . .
benzéne (DNFB) Sigma D1529 Antigene DNP
Avidine Sigma A9275 Coupleur (protéine glycosylée)
Biotinamidohexanoic acid
3-sulfo-N-hydroxy- . Sigma B1022 Ester activé de la Biotine
succinimide ester sodium
salt (sulfo-NHS)
N-(+)biotynil-6- Aldrich 14407 Bras espaceur lié a la biotine
aminohexanoic acid
N-(3-dimethyl- Coupleur entre une fonction acide et une
aminobro I))/-N’-eth | Aldrich 3449 fonction amine primaire (activateur de la

propy y fonction carboxyle) pour créer des liaisons
carbodiimid (EDC) o

peptidiques

Bicinchoninic acid (BCA) Sigma B9643 Aide a doser la quantité de protéine modele

existant dans les eaux de lavage

N-hydoxysulfosucunlmlde Aldrich 56485 Coupleur genérant un ester active bien plus
sodium salt (sulfo-NHS) avec la fonction amine

4’-hydroxyazo-benzene-2- Sigma H2153-IVL Réactif permettant de doser par
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carboxylic acid / avidin spectrophotométrie les IgG biotinylés ou
reagent (HABA-avidine) l'avidine
Fluorescein isothiocaynate Sigma F7250 Marqueur fluorochrome utilisé pour le

isomer | (FITC) dosage des protéines

TableauF-1 : Appareils, produits chimiques et biologiquétdisés pour le couplage des IgG sur les
Hépasphéres et pour leur dosage.
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Notations

4emoin(0)

S/
S

o

a
ar
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|
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—~
QI
N—

Q ™M XDV X Q9 D% x5 <

[c]

1T,

1T,

1/ Tobservé

1/ Tproduit de contraste

H

2D
3D
Ac

différence du signal IRM des flacons témoins

variation relative du signal IRM des microsphereas et aprés
échauffement

angle de bascule
variation de la température

moment magnétique élémentaire
moment magnétique macroscopique

fréquence de Larmor

volume d’un voxel
constante de Boltzmann

bande passante du récepteur

sensibilité de I'antenne au poiat

Angle aprés rotation de support
Ecart-types des intensités
rapport gyromagnétique du noyau

angle entref; et By

densité protonique

susceptibilité magnétique

constante diélectrique

conductivité électrique

largeur spectrale de I'impulsion RF
pulsation angulaire d’un spin a la position r
pulsation de résonance

perméabilité magnétique

largeur de la coupe

concentration du produit de contraste
vitesse de relaxation longitudinale

vitesse de relaxation transversale

vitesse de relaxation observée

vitesse de relaxation du produit de contraste
noyau d’'Hydrogene

acquisition d’'une image en bidimensionnelle
acquisition d’'une image en 3 dimensions
anticorps
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ADN
Ag:
AMI-25
AMM
ATP
AX

Bo

B
BCA
BW

C
ca”
CaCl,
CDI
CE

Cr

Crm
CMC
CG,
COCH
CR2I
CT
CusQ

D1, Dy, Ds, Dip0u Dy

DICOM

D

E/H
E/H/E
éch.
ED

EDC
ELISA

EM
EPCs
ES
ES
étal.
ETL

acide désoxyribonucléique

antigéne

endorerfi/FerideX

autorisation de mise sur le marché

adénosine triphosphate

fréquence centrale

champ magnétique statique ou principal

champ magnétique de la radiofréquence

acide bicinchoninique

bande passante

contraste

ion de Calcium

dichlorure de calcium (solution de polymérisation)
N, N’-carbonyldiimidazole

marquage a la conformité européenne

ion de chlore

capacité membranaire

concentration micellaire critique

dioxyde de carbone

fonction carboxylique

centre de recherche d'imagerie interventionnelle
computed tomographe (tomodensitométrie)
sulfate de cuivre

dose du marqueur dans la solution d’alginate (%, 20 et 2Qul/ml)

digital imaging and communications in medicine (@®@ae et
communication numériques en médecine)

droite

eau dans I'huile

eau dans I'huile dans 'eau

échantillon

émulsion double
N-(3-diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide

277

enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (dosage d'irosarption liée a

enzyme)

expectation maximization

endotheliale progenitor cells (progéniteurs enda@hbe circulants)
émulsion simple

echo spacing (espace de temps entre les échos)

étalon

echo train length (train d’écho)
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Fab
fant.
Fe
FCM
FDA
Fe:0s
FeO,
Frant.
FGF
FGRE
FID
Fiesta

FSE

G)G)x@

Gd**
Gd-Dota
Gd-DTPA

Gd-DTPA-BMA
Gd-HP-DO3A

G-G-G-
Gg
Gr
GRE
Gss
G
Gintra
G

corr.(n)

G

moy.
Gfam.

HBA
HLB

i

I

IgG
IgG1
INRIA

fragment variable d’un anticorps

fantdme

fragment constant d'un anticorps

fuzzy C Means

food and drug administration

ferrite

magnétite

facteur de correction du fantéme

fibroblast growth factor (facteur de croissancdidwoblaste)
fast gradient recalled echo (echo de gradient edpid
free induction decay (signal d’induction libre)

fast imaging employing steady state acquisition
field of view (champ de vue)

fast spin écho

acide guluronique

gradient champ magnétique

gauche

ion métallique de gadolinium

dotaren?

magnevist

omniscafi

proHancé&

bloc d’'acide guluronique

gradient de phase

read gradient (gradient de lecture)

gradient recalled echo (écho de gradient)

gradient de sélection de coupe (gradient slicecgef®
pourcentage de non uniformité

pourcentage de non uniformité intra-coupe

pourcentage de non uniformité du fantbme apré®cton

moyenne des

corr.(n)

pourcentage de non uniformité du fantdme avanecton
acide 2-(4-hydroxyphenylazo)benzoique
hydrophilic-lipophilic balance (balance hydrophiigephile)
nombre d’orientation (1 a 4)

inférieur

immunoglobuline G

immunoglobuline de type 1 ou anticorps monoclonal
institut national de la recherche agronomique
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IR prep inversion recovery (préparation du temps d’inversio
IRM imagerie par résonance magnétique
j V-1
LEE limitantes élastiques externe
LEI limitantes élastiques interne
m nombre de matrice en huit flacons pour la gammieréta
M acide mannuronique
Mo moment magnétique macroscopique a I'équilibre
MG bloc mannuronique et guluronique mixte
MIP maximum intensity projection
M-M-M- bloc d’acide mannuronique
MSMR microsphéres marquées
MSMR-E microsphéres marquées avec I'Enddfem
MSMR-R microsphéres marquées avec le Resbvist
Myy composante transversale du moment macroscopigue
M, composante longitudinale du moment macroscopique
u intensités
Lhant. intensités des flacons du fantdme
HUech. intensités des flacons échantillons
Uetal, intensités des flacons étalons
n indice de la position des flacons sur le suppoti@a (0 & 8)
N° nombre de coupe
Na’ ions de sodium
NaAlg poudre d'alginate de sodium
NaCl chlorure de Sodium
Nex nombre d’excitations
NH, fonction amine
0O, molécule d’'oxygene
OH fonction hydroxyle
PDGF platelet derived growth factor (facteur de croisgaplaquettaire)
pH potentiel hydrogéne mesurant I'activité chimique aas H
Prescan opération de calibration de I'imageur IRM
PVA alcool polyvinyliqgue
Q facteur de qualité de I'antenne
R résistance
r position spatiale
ry relaxivité longitudinale d’un agent de contraste
R gain de réception analogique

2

relaxivité transversale d’'un agent de contraste
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R gain de réception numérique
RC circuit résistance-condensateur
R. résistance di aux courants de Foucault en coupidgetif a I'antenne
R. résistance extracellulaire
RF radiofréquence
RMN résonnance magnétique nucléaire (signal mesurb@ues de I'antenne)
ROI région d’intérét
R résistance ohmique de I'antenne
RSS root sum of square
Sp sérum physiologique
S supérieur
S/B signal sur bruit
SAP-MS superabsorbant polymer microspheres (microsphéresigmere
superabsorbantes)
SE spin echo (écho de spin)
SH U 555 resovis?
Span 80 sorbitan monooleate
Span 83 sorbitan sesquioleate
SPGR spoild gradient echo
SPIO superparamagnetic iron oxide (oxide de fer supamgnétique)
Sulfo-NHS sel de sodium du N-hydroxysulfosuccinimide
S moyenne du signal IRM dans les 4 orientations
Sfant.(0) signal du flacon central du fantome
§fant.(n) signal des flacons périphériques du fantdéme

Sémoin éch. (0

Séch(n

Sémoin étal.(0

S

signal du flacon témoin en commun aux deux matéobsntillons
signal des échantillons périphériques

signal du flacon témoin en commun aux deux matétatons

étal.(n) signal des flacons périphériques de la gamme étalon
S signal IRM mesuré
Scorrigé'éch'(n: 2°™ correction du signal IRM des échantillons
Scorrigé.étal.(n) 2°™ correction du signal IRM des étalons
Sfinal corrigé éch.(n 3*™ correction du signal IRM des échantillons
S moment cinétique ou spin
T température absolue
T, temps de relaxation longitudinale ou spin-réseau

T, temps de relaxation transversal ou spin-spin
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TAE

TE
TEess
TG
TGFB
TI

T
TNFa

TR
Tween 80
viv

Ve, V4, Vs
Vet

VEGF
VEGFR
VPF

Zip 2

transcatheter arterial embolization therapy (tragéet par embolisation
artérielle)

temps d’écho

temps d’écho efficace

transmission gain (gain de transmission)

transforming growth factds (facteur de croissance transformght
temps d’inversion

temps de lecture

tumor necrosis factax (facteur de nécrose tumoral)

temps d’'impulsion de la radiofréquence

temps de répétition

polyoxyEthylene Sorbitan monooleate

volume/volume

indices de vitesses d’agitations pour un agitateur

volume effectif de I'antenne

vascular endothelial growth factor (facteur de ssahnce vasculaire)
VEGF receptor (récepteur VEGF)

vascular permeability factor (facteur de permégbitasculaire)
réactance

impédance

zero-fill interpolation processing (interpolatioargremplissage de zéro)





