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Introduction générale

L’'IRM s’impose de plus en plus comme une modaliitndgerie essentielle dans la
détection et la caractérisation de pathologies themme. Dans sa version la plus classique
qui utilise les protons'l) des molécules d’eau comme source de signalM’'lfermet
d’obtenir de fagon non invasive des images en ttimigensions a haute résolution spatiale et a
haut niveau de contraste, avec des temps d'adquisfamenuisant a mesure que les
innovations techniques apparaissent, comme le marfeent du champ magnétique ou
limagerie parallele. Si dans le domaine cliniqgulRM reste globalement limitée au
diagnostic par I'imagerie anatomique, le développeindes systémes expérimentaux vise
désormais non seulement a voir « mieux », maisi @ausemprendre les phénomenes ayant
lieu dans les organismes vivants. L'imagerie pnéglie de maladies sur des modéles
animaux connait un essor important, et la dermdéoennie a vu en particulier I'’émergence de
'imagerie moléculaire, destinée a évaluer les @ssas biologiques se déroulant a I'échelle
de la cellule.

La recherche en imagerie moléculaire s’orientes V@&rdétection des biomarqueurs. I
peut s’agir aussi bien de changements a I'’échellalaire ou tissulaire que de la présence de
certaines molécules caractéristiques d’'une pati@ldgarmi les pathologies concernées, le
cancer est probablement celle pour laquelle I'magenoléculaire suscite le plus grand
espoir. Cette maladie est aujourd’hui la premiesese de mortalité dans le monde. La
dégradation des conditions de vie qu’entrainentdeseurs malignes est difficile a supporter,
en particulier lorsque des organes comme le cergeatiaffectés. La détection précoce des
tumeurs cérébrales constitue donc un des défisegerepour I'imagerie moléculaire. A ce
jour, c'est principalement sur les marqueurs dendiagenése tumorale, processus de
prolifération vasculaire déclenché par la tumeunurpsubvenir a ses besoins, que se
concentrent les études.

Pour remplir cet objectif, 'IRM peut apparaitrenome une modalité d’imagerie
moins adaptée que la TEP ou I'imagerie de fluomseeoffrant une plus grande sensibilite.
Toutefois, le développement d’agents de contrabtésca encouragé a profiter des avantages
de I'IRM pour 'imagerie moléculaire. Ces molécufesuvent mettre en évidence la présence
de biomarqueurs soit par un effet sur le sighia{relaxation, transfert d’aimantation), soit par
la présence d’'un noyau spécifique détectable en RNk leur compositionf, *°C, *'P,
170...). L'approche la plus prometteuse pour la diecde noyaux X est slrement
I'utilisation d’agents de contraste a base de fll@rLa détection de ces composés est en effet
facilitée par I'absence de signal de fond dansgboisme du fait de I'absence de fluor
endogene visible. Par ailleurs, a champ magnét@&meavalent, il fournit un signal plus
important que n’'importe quel autre noyau X (non drgplarisé) utilisable en IRM. Cette
modalité est également remarquablement utile latsgiagit de réaliser de I'imagerie
guantitative puisque les concentrations en fluort sbrectement proportionnelles au signal
mesuré.

Le travail présenté ici a consisté a developparétaluer une méthode de détection de
I'angiogenése des tumeurs cérébrales, via dessagentontraste pour I''RM difF. Cette
étude a éteé réalisée a NeuroSpin, sur le site du &Baclay, dans le cadre du projet Iseult.
Elle a été en outre permise par l'utilisation desith champs magnétiques et d’agents de
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contraste synthétisés par Guerbet. Si la détedms tumeurs cérébrales constitue le fil
conducteur de ce travail, ce sujet ne sera traieélpaucoup plus tard dans le manuscrit. Ce
travail est plutét présenté comme un cheminemest; aon lot d’étapes, vers le but ultime de
la mise en évidence des biomarqueurs de I'angicgetugnorale.

Aprés une bréve présentation du cadre dans lequelost tenues les différentes
études, un premier chapitre rappellera les basesitjues de I'IRM, en détaillant les points
indispensables & la compréhension du travail aliss caractéristiques de I''RM dtF
seront introduites. Un second chapitre donneraddésls sur la physiologie des tumeurs, sur
le moyen de détection envisagé et sur 'agent araste qui sera utilisé dans toute la suite
du manuscrit. Une synthése des études déja efectug le sujet sera aussi proposée afin de
replacer le travail dans son contexte scientifiduie.troisieme chapitre sera consacré a une
étape essentielle & la réussite de notre dématahuise en ceuvre d'une méthode d’'imagerie
adaptée a notre agent de contraste. Ses propsétést étudiées vitro dans un premier
temps, et exploitées ensuite dans une séquenceqaéncelle-ci offre la plus grande
sensibilité. Forts des résultats obtenus, nous attasherons dans le quatriéme chapitre a une
premiere application de notre séquence chez laissoen procédant a des mesures
d’oxymétrie dans le foie et la rate, ainsi qu’'a w@taede de biodistribution dynamique. Ces
résultats permettront d’évaluer la sensibilité d&enséquenca vivo, et également de juger
de la furtivité de notre agent de contraste vissagu systeme immunitaire, dans l'optique de
la détection de I'angiogenése tumorale. Ce sujatrawdans un cinquieme chapitre, dans
lequel nous exploiterons notre séquence et notentage contraste, sous sa forme
fonctionnalisée ou non, pour mettre en évidenceptésence d'un biomarqueur de
'angiogenése tumorale dans un modele souris deedurnérébrale. L’efficacité de notre
meéthode et la spécificité de notre agent de caetiseront discutés au travers des résultats de
tests statistiques. Dans un sixieme et dernieritkapous aborderons sous un autre angle la
détection de notre agent de contraste en mettanteemre une nouvelle séquence de
spectroscopie de diffusion, reprenant des carattfistes de la séquence d'imagerie
implémentée au chapitre lll. Le but de cette ségeesst a terme de supprimer le signal
provenant des agents de contraste circulant dasanbp

On trouvera enfin en annexe le détail des artidessommunications ayant été
produits pendant la thése.
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PREAMBULE : ENVIRONNEMENT EXPERIMENTAL

Le projet ISEULT

Le projet ISEULT/INUMAC (Imaging of Neuro diseasesiog high field MR And
Contrastophores) est un consortium franco-allemamde le CEA, les industriels Guerbet,
Siemens et Bruker ainsi que l'université de Frilgeen-Brisgau (Allemagne). Il vise a
développer de nouveaux outils de diagnostic deBopdies cérébrales par I'lRM a haut
champ. Ce projet comprend la construction & Neuro&pn IRM corps entier a 11,7 Teslas,
la création de nouveaux protocoles d'imagerie,eetiéveloppement d’agents de contraste
fonctionnalisés pour détecter trois pathologiegésgntant un enjeu en santé publique : la
maladie d’Alzheimer, les tumeurs cérébrales etalesddents vasculaires cérébraux (AVC).
Trois types d’agents de contraste, synthétisésGasrbet, sont en jeu : des agents de
contraste a base de gadolinium, des agents deastt"CEST (Chemical Exchange Saturation
Transfer), et des agents de contraste a base ole @est autour de ce dernier point que
s’articule le travail présente.

IRM petit animal & NeuroSpin

NeuroSpin abrite quatre IRM en fonctionnement :xdeant des scanners cliniques
Siemens Avanto a 3 et 7 T (Siemens, Erlangen, Adtgm), et deux sont des scanners petit
animal Bruker a 7 et 17 T (Bruker Biospin, Ettlingéllemagne). Le travail présenté a été
effectué grace au 7 T Bruker. Il s’agit d’'un systede la gamme PharmaScan dont le champ
précis est de 7,05 T, ce qui conduit a une fréegaelecLarmor de 300,31 MHz pour le proton
et 282,55 MHz pour le fluor. Le diamétre internel'danant est de 8 cm. Les gradients ont
une intensité maximale de 752 mT/m et un temps oletée de 100 us. Le systeme est piloté
par une console Linux via le logiciel ParavisionBtaker (versions 5.0 et 5.1).

Figure 1. IRM Bruker 7T petit animal de NeuroSpin
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Préambule : environnement expérimental

Sondes de radiofréquence

Les études ont été menées avec deux antennes iéeséticeptrices réalisées au
laboratoire d’électronique de NeuroSpin. La premieautilisée pour I'optimisation de la
séquence MES, pour I'imagerie des tumeurs cérébedlpour la spectroscopie de diffusion,
est une antenne type cage d'oiseau double accotdngituor, linéaire, ayant un diamétre
interne de 2,6 cm et une longueur utile de 3,7 tenseconde antenne ne differe de la
premiére que par sa taille : un diamétre internd,dem et une longueur utile de 5 cm. Cette
sonde a été utilisée pour I'imagerie abdominaléadsouris. A vide, ces antennes présentent
des facteurs de qualité élevés (Q>100), mais dett@eeée change avec la charge. Si la charge
influe peu sur le facteur de qualité de I'anter@te,telle le fait chuter dans le cas de I'antenne
corps entier. Cette différence provient du fait trgedeux antennes ne sont pas congues de la
méme facon, 'antenne téte étant a match capaditié que I'antenne corps entier est a match
inductif.

Figure 2. Antennes utilisées pour les études ptéssn (a) antenne téte, (b) antenne corps
entier.
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La résonance magnétique nucléaire a été décrite lpgoremiere fois en 1946, par
Bloch a Stanford et Purcell a Harvd8loch 1946, Purcell 1946]En 1973, la premiére
image RMN est réalisée par Lauterfiuauterbur 1973]

Cette premiere partie a pour but d’introduire, algoh concise, les principes physiques
de 'IRM, ses particularités en fluor, ainsi quse leotions trés utilisées dans la suite comme
celle de rapport signal sur bruit. Les phénomenesprps a la RMN seront décrits
principalement a l'aide de la mécanique classigue¢ une digression toutefois en mécanique
guantique concernant I'opérateur densité. On recana@ra aux lecteurs désireux d’en savoir
davantage de se tourner vers les innombrables gestaaitant de RMN et de son application
a l'imagerie (par exempl¢iaacke 1999).

I.1. NOYAUX, SPINS ET AIMANTATION MACROSCOPIQUE

Le noyau d’'un atome peut étre considéré en premappoximation comme une
sphére chargée positivement et tournant sur elleenéa rotation de ces charges induit un
champ magnétique appelé moment magnétique nugléwité fi. Le comportement del

peut étre décrit a I'aide du nombre de spin |,dgtermine le nombre d’orientations possibles
gu'un noyau peut adopter lorsqu’il est plongé danschamp magnétique exterlﬁ (par

défaut, on considérera dans la suite @est orienté seloz dans un repére orthonormé). La
valeur de la projection d@ selon zest quantifiée par le nombre,nqui peut prendr@l+1
valeurs comprises entre +l et #n présence d'un champ magnéticﬁfge, une interaction

survient entreB; et {1, et I'énergie de cette interaction est :

E=-pB (I-1)

On assiste alors a une levée de dégénérescencg desta-dire une séparation des
niveaux d’énergie (effet Zeeman). Cette séparatat :

AE =U|_Eb (1-2)

ol p=yal, i estla constante de Planck rédu'v!ze=(2l ouh=6,63.10** J.s.).
m

A I'équilibre thermique, le systeme est ainsi digté sur les différents niveaux d’énergie
conformément a la loi de distribution de BoltzmaRaur des noyaux comme le proton ou le fluor
de spin | = %, la répartition des populations sedar deux niveaux. Le premier, de moindre

énergie comporte les noyaux ayant un spin pareﬂiéﬁ (état « up »), le second comporte les

noyaux ayant un spin antiparalléle (état « dowrCes niveaux ne sont pas €galement peuplés,
le niveau le plus peuplé étant le niveau de moirhergie. Les moments magnétiques des
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spins paralleles et antiparalléles ne se compemsantotalement, une aimantatid?th; non
nulle apparait alors seloABTO' (Figure. 1.1), de valeur :

y2h2

M. =P
O 04kT

B, (I-3)

Ou Py désigne le nombre de spins dans I'objet considéest la constante de Boltzmann
(k=1,38.10°° J.K%), T est la température en K. En revanche, il n’existeune résultante de
I'aimantation dans le plan transversal xy du faitdéphasage des spins entre eux.

Sanschamp Frésencedun champ
magnetigue: magnéatique
pas de apparition d'une
résultante aimantation
hatllie E,
SN
AR~ —>
NZEAN a2 Mg
o . . (S
A T

Figure 1.1. Répartition des spins sur les niveaténdrgie et apparition d’'une aimantation
M, en présence d’un chanty .

[.2. FORMALISME VECTORIEL DE LA RMN

[.2.1. Précession de I'aimantation

La figure L.1. indique que les spins plongés daaschamp BT) ne sont pas
parfaitement alignés dans la direction du changpotit en fait un mouvement de précession
autour dij a la frequence donnée par I'équation de Larmor :

®,=7B, (1-4)

Ou g est la fréquence de précession de Larmor en‘lr,aet§ est le rapport gyromagnétique
du noyau considéré en radF*. On trouve aussi souvent I'expression avzge donnant

T
alors la fréquence de Larmor en Hz. Pour les chanspels en IRM, les fréquences de

précession appartiennent au domaine des radioinéqadRF).
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Le mouvement de laimantation peut étre décrit digsipurs manieres. La plus

bY

commode est d'utiliser le formalisme vectoriel, qoonsiste a décrire I'aimantation
macroscopique globale de I'échantillon a l'aide vieteurs. Précisons que ce formalisme
comporte des limites, il est par exemple inapppour décrire I'évolution d’'un systeme de
spins couplés entre eux (cf. partie 1.3). Nousliagrons pour décrire la précession des spins

autour deB?,, ainsi que pour donner I'évolution de I'aimantatisoumise a une impulsion

radiofréquence (cf. partie suivante). Dans la suigmantation est donc désignée par un
vecteur M (de projectionsM, =M, x, M,=My et M,=M,zdans le repére du laboratoire),
et on néglige la relaxation dans un premier ten#aasi, I'équation du mouvement de

précession de I'aimantation plongée dans un chBrip.e quelconque s'écrit :

A

L’aimantation tourne donc autour dB a la fréquenceyB. Le mouvement de
précession autour dB est illustré pour un spin individuel de moment métigue fisur la
figure 1.2.

qﬁ

Figure 1.2. Mouvement de précession d’'un spin denerd magnétiqug@l autour d’un champ

magnétiqueB quelconque.
[.2.2. La résonance magnétique
[.2.2.1. Perturbation par impulsion de radiofréqaen

Pour mesurer ly] une solution consiste a appliquer une onde é@ectgnétique de
fréquencewy dans le plan transverseB;. Cette onde est en réalité un champ oscillant

B, = B,cosot)x+Bsin( f)y produit par un courant circulant dans une bobirgpdte
antenne dans la suite). Cette impulsioninduire des transitions du niveau d’énergieat
niveau d'énergie E du fait de I'égalisation des populations de spar les niveaux d’énergie,
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composante Mde l'aimantation va décroitre, et 'aimantationlgdle vabasculer dans le plan
xy (Figure 1.3). Pour simplifier I'équation du mament, placons-nous dans le référentiel
tournant a la fréquence de Larmor. Dans ce noukegare, on a :

X'=cos,t)x+sinwgt)y
y'=-sin(w,t)x+cos,t)y

z'=z
L’équation du mouvement <I-5> devient alors dan®férentiel tournant :

aM_
T—yM DBl—yBlM Lx (|'6)

Les spins sont alors animés d’'un mouvement de gsémede fréequencdB;=w; autour du champ
E. La solution de cette equation est :

M, (t)=M ,(0)
M, ()=M ,(0)cos(w,t)+M ,(0)sin(w{)
M, ()=-M ,(0)sin(w)+M ,(0)cos(o 1)

L’aimantation va s'écartate BT) d’'un angle (appelé angle de nutatiaﬂrF)j w, (t)dt, soit
t
pour un cham|d§dl appligué pendant une duréé-igure 1.3):

0=yBit (I-7)

I

N w

Yy

@ Antenne

X

Figure 1.3. Effet d’'une impulsion RF sur I'aimaritat : initialement selon z, elle est basculée
d’un angleé par le biais du champ magnétiqLE généreé par une antenne radiofréquence (par

souci de lisibilité, la précession simultanée sedanla fréquences, n’est pas representee).
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L’angle de bascule des impulsions est variableasuives séquences utilisées. On peut
choisir de basculer I'aimantation longitudinalepamtie dans le plan transversal (angle de 30° par
exemple), totalement dans le plan transversal éaagl90°) ou de l'inverser (angle de 180°).

|.2.2.2. Précession libre et relaxation

Sit6t I'excitation terminée, les moments magnétgretournent a I'équilibre en effectuant
un mouvement de précession autourBjea la fréquence de Larmor. On peut decomposer a tout

moment I'aimantatiorM en deux aimantations distinctes :
- l'aimantation Iongitudinalel\/TZ qui, a I'état d’équilibre, correspond a I'aimandati
disponibleM,

- laimantation transversaldl,, =M ,+M

Chacune de ces aimantations suit un comportemeprepiors du retour a I'équilibre.
L’équation de Bloch décrit la relaxation a I'aide deux constantes de tempseT T, :

v - — 1 — — 11—
——=yBOM+-—(M_-M.)- =M (1-8)
dt yB Tl( 0 z) T2 Xy

En considérant un champ statiqig, et pour une impulsion de 90°, on arrive a :

M. ()= M O(l-exp(—Tl )j (1-9)

1

M,, (=M OEXIO(-Ti +iw,t) (1-10)

2

avec My=M,+iMy,.

On assiste donc a une repousse deeMune décroissance dg/Mdues a des transitions
inverses de I'état d’énergie, Brers 'état d’énergie £ Dans le cas de la repousse dg M
phénomene décrit ci-dessus s’accompagne d’unepdigsn d’énergie dans I'environnement
moléculaire, ce qui vaut a la constantedlétre également appelée temps de relaxation spin-
reseau. Dans le cas de la décroissance dg I¥s spins se déphasent rapidement, et au
phénomeéene de transition inverse s’ajoutent degadatiens entre dipdles magnétiques de
spins voisins. On désigne ainsp Ppar le temps deelaxation spin-spin. Cette derniere
particularité implique que I'on ®ujours pour un composé donng<T;.

Toutefois, la décroissance dexMe trouve pas son origine seulement dans la
relaxation transverse du systeme de spins, maierégat dans I'inhomogénéité propre de

Bj sur le volume observé et dans d’autres phénomémegpt faire fluctuer localement le
champ (anisotropie...). Cette inhomogénéité induie ulispersion des fréquences de
résonance, et donc un déphasage des spins. Ciasfupo le temps de relaxation*Ta été
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introduit pour décrire la décroissance de [l'aimaota transverse en présence
d'inhomogénéités du champ magnétigui:

1 1 vy
—=—+—AB, -
x> T, 2m (-11)

La constante F caractérise typiqguement le temps de vie de la (Ai2e Induction Decay
ou Signal d’Induction Libre) et est en général irédrieur a L. Il est possible de s’affranchir de
ces inhomogénéités de champ magnétique par le dizie séquence que nous présentons plus
loin.

Z
Relaxation
longitudinale
temps
>y signal
M|
T *
M 2
X Relaxation
[l

transversale |“‘|||||I|I| o

| I|.r

1]
I
I

Figure 1.4. Relaxation de l'aimantation apres umapulsion d’angle 90°. Selon z, le signal

repousse selon la constantg jlisqu’a retrouver sa valeur initiale, alors querdale plan xy, le
signal décroit selon la constante*Tjusqu’a s’annuler. La relaxation s’accompagne aé&i

précession autour de I'axe z selon lequel est difg .

Le phénoméne de précession nous améne a I'obgendti signal RMN. Effectivement,

la précession dé dans le plan xy induit un flux magnétique varipétiodiquement, et ce
dernier va générer dans l'antenne une force élmctiice se traduisant par un courant
alternatif de fréequencevny et d’amplitude proportionnelle a M. Apres démodolat et
numerisation, on recueille un signal compleiesignal RMN. Si I'on applique a ce signal une
transformée de Fourier, qui permet d’établir laregpondance entre I'espace temporel et I'espace
fréquentiel, on obtient un spectre montrant diffiées résonances aux fréquences de Larmor
contenues dans I'’échantillon.
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[.3. DEPLACEMENT CHIMIQUE , COUPLAGE ET FORMALISME QUANTIQUE

Le fluor entre dans la composition de nombreusedécnles de par sa forte
électronégativité. Au sein de ces molécules, iltedifférents environnements chimiques et
peut interagir avec certains autres noyaux de sgin nul. Les paragraphes suivants
introduisent les notions de déplacement chimiquaeetouplage, trés présentes en RMN du
fluor. Par suite on présentera l'opérateur dengsitgessaire a la compréhension de la
séquence présentée au chapitre 111

[.3.1. Déplacement chimique en RMN du fluor

Le déplacement chimique correspond a la modificatie la fréquence de résonance
des noyaux de fluor en fonction de leurs liaisonsngques. Effectivement, les noyaux ne
subissent pas tous le méme champ magnétiquduBfait que les électrons autour d’eux
engendrent localement des champs magnétiques sndpjtosés a B Il existe alors un
blindage électronique, et le champ effectig Bu par les noyaux comprend une constante
d’écranc :

Beft = Bo(1-0) (-12)

La fréquence de Larmor des noyaux devient alors :
weff = yBeff (|_13)

Le phénomene de déplacement chimique se traduiirsspectre par la présence de
plusieurs pics, représentant les différentes frege® de résonance. Il est connu pour étre
responsable en IRM d'un artefact faisant apparaiird’image des réplicats de I'objet imagé
dans la direction de lecture.

Pour mesurer le déplacement chimique, on définipdeametred, indépendant du
champ magnétique extérieur, par rapport a un ndgaéférence :

— 6 a)-a)ref
9=10° —— (I-14)
w

ref

La référence utilisée elfF est le trichlorofluorométhane GEI La différence de
fréequence de résonance est exprimée en partigsifi@ns ou ppm. Avec 7 électrons sur sa
couche externe, le fluor est tres sensible a seima@mement chimique. Les composés fluorés
comportent souvent plusieurs atomes de fluor, qossedent rarement le méme
environnement chimigue au sein de la molécule. jlages de déplacement chimique sont
ainsi trés élevées en RMN §lF (plusieurs centaines de ppm), et sont suscegtitémtrainer
des artefacts de localisation.
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[.3.2. Couplage scalaire spin-spin

Au sein d’'une molécule peuvent survenir des interas entre noyaux atomiques de
groupements chimiques voisins, via les électronsa@mn. Ces interactions surviennent entre
noyaux de méme nature (fluor/fluor) ou de natuféinte (fluor/proton). Il ne s’agit plus
d’'une modification locale du champ magnétique comdams le cas du déplacement
chimique, mais d’'une multiplication des niveaux reéggie, ce que les spectres RMN
traduisent par un éclatement des raies en un petitore de raies d’intensités relatives et
d’espacements caractéristiques (cf. Figure 1.5)p@ne de doublet, de triplet, de multiplet :
c’est le couplage scalaire spin-spiigalement appelé couplage J. L'espacement entpckes
a une valeur en fréquence fixe, appelée constamteodplage J, indépendante du champ
magnétique.

Ainsi pour un noyau A coupléranoyaux X de spin |, la résonance de A est éclatée
(2nl+1) raies également espacéesge(dans le cas d’'un couplage avec un noyau de spin %2
I'amplitude des raies est données par la*fi$tigne du triangle de Pascal). Le couplage entre
deux noyaux A et X est dit faible lorsque se vériéi condition :

Wy | > J

Ou wa etwx sont les fréquences de Larmor des noyaux A etatsDe cas contraire,
le couplage est dit fort. Déterminer les noyauxpdési entre eux se fait dans la pratique par
spectroscopie de corrélation (ou expérience 2D COSW®rrelation SpectroscopY).

Les couplages sont problématiques en RMN dans fmeou ils sont responsables
d’'une perte considérable de signal. Il est tousefmissible de s’en affranchir par différentes
meéthodes. Nous illustrons l'une d’elle au chapsesant.

| ¢ | T

_>.<

A X )
o ox
| @ | 1 @@ ||
> <=
A X Jo I
2
a b

Figure 1.5. Couplage entre 2 noyaux de spin %.(a)se place dans la situation ou A est
parallele aB;. Dans la premiére configuration, X est égalemenajiae a B; alors qu'il

lui est antiparallele dans la seconde configuratibe premier état est de niveau d’énergie
légerement plus haut que le second, ce qui ce itregu I'axe des fréquences (b) par
'apparition de 2 raies de méme intensité sépamdeshx. Le méme raisonnement peut étre
appliqué pour le noyau X.
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[.3.3. Opérateur densité
[.3.3.1. Formalisme de I'opérateur densité

L’'opérateur densité permet de résumer l'ensemideétids quantiques d'un systéme a
un instant donné. Cette entité mathématique estutie pour décrire un systeme de 2 spins
couplés comme vu au paragraphe précédent. Unrcextanbre de notions gravitent autour de
celle de I'opérateur densité : nous ne les intnaohs pas de facon exhaustive ici, afin de ne
pas alourdir les explications. Le lecteur avidend®avoir davantage est invité a ouvrir
I'excellent ouvrage de Munowitz sur les aspectatjgaes de la RMNMunowitz 1988]

En mécanique quantique, la mesure d'une grandeuicpie est représentée par une
observable. Il s’agit d’un opérateur hermitien acaérisé par des valeurs propres représentant
les valeurs possibles de cette grandeur, et parvelegurs propres représentant les états

associés. Ainsi, la description d’un systeme dSegid@ice a un vecteur d’état développé sur
la base des vecteurs prop#si’'une observable A :

)= ;Cn|¢n> (1-15)

Ou les coefficientsc, désignent les amplitudes de probabilité. La valmoyenne de
I'observable A s’écrit alors :

(A)=(yw|Aly) (I-16)

L’évolution temporelle du vecteur d’état est donpéel’équation de Schrodinger :
d, \_ .
Gl4)=H 1) (1-17)

ou H(t) est I'hamiltonien du systéme. Cet opérateur titdthnergie totale du systeme.

Pour un systeme contenant de nombreuses partisalésouvant dans un mélange
d’états quantique#z//i> de probabilitéy; (proportion des particules se trouvant dans I'Btat

'opérateur densité est défini par :

En RMN, cette équation traduit le fait que I'infaxtion est mesurée comme une moyenne
d’ensemble sur les spins individuels. La valeur emme de I'observable de I'équation <I-16>
sur 'ensemble des spins du systeme pour un é&t¢anpgue s’exprime en fonction gdepar :

-25-



Chapitre | — IRM du®F, bases théoriques et enjeux

(A=Tr(Ao) (1-19)
ou Tr représente la traced. la somme des éléments diagonaux) de I'opérateur.
L’équation du mouvement ges’écrit d'aprés <I-18> :

d _ d
ap = Z‘ P dt|‘//i ><‘//| |
Qui devient :
d d d
— = | — [ Y ) —
o= n( S+ S
Soit d’apres I'équation <I-17> :
d . .
P p (M)Wl ) H) (1-20)
On obtient I'équation d’évolution (dite de Lioudvon Neumann) :
d .
ap—l(pH —-Hp) (1-21)
Dont la solution est :
—iHt {Ht

La matrice obtenue est hermitienne, définie posi(ses valeurs propres sont positives
ou nulles), et sa trace, somme des probabilitesldi@sents états du systéme, est €gale a 1.
Ses différentes composantes sont appelés modeshdesnce. Le formalisme de I'opérateur
densité permet ainsi de résumer en une seule md®iat du systeme a tout moment. La
terminologie « opérateur densité » est en fait zassal choisie dans notre cas puisque
correspond a un opérateur statistique apportannéEsnations sur les phases.

Les observables les plus courantes en RMN sonnhdatation longitudinale M
associée a l'opérateu; et les aimantations transversalegdiM,, associées aux opérateurs
Ix et | respectivement. Expérimentalement, si 'on appéll€opérateur correspondant a
Ix+ily, la RMN consiste en la détection et la mesure signal provenant de I'aimantation
M, =M, +iM  .Le signal de précession libre est alors proporgban(équation <I-19>):

(1L =Tr(1, A1)
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L’hamiltonien préedit quant a lui le comportemersdpins, en décrivant a la fois les
interactions internes (couplages) et les interastiexternes (champ magnétique ambiant,
impulsions RF). Pour dresser un paralléle aveor@dlisme vectoriel, il peut étre utilisé pour
traduire en terme d’énergie l'interaction entrarlement magnétique (et a plus large échelle
'aimantation) et le champ magnétique dans leqaet plongés les spins. Un tel hamiltonien
S’écrit :

Ho = a)o.|z (|-23)
Ou |, désigne I'opérateur de projection du spin | saxé' z.

De la méme facon, I'hamiltonien décrivant l'inteian entre le moment magnétique
et le champ radiofréquence,Bppliqué par exemple selon y, s’écrit :

Hi= wi.ly (1-24)

Durant I'impulsion il est possible, en premiére ep@mation, de négliger I'interaction
avec B. Cela consiste, comme au paragraphe 1.2.2.1, gosep 'aimantation a la résonance,
c’est-a-dire dans le référentiel tournant a la deftge de Larmor. L’hamiltonien se réduit
alors a I'expression ci-dessus. Si comme précédemome suppose le champ, Bppliqué
pendant une durée l'opérateur densité s’écrit :

p(T)=e" "1 g4 (1-25)
Soit d’apres I'équation <I-7> :

ey, ia

p(r)=e1e"™” (1-26)

L’expression précédente correspond a la rotatiam @ingled selon I'axe vy, et peut donc
s’écrire :

p(7)=cos(@)Il,+sin()I, (1-27)
Si I'on suppose I'application d'un angle de 90%ralon a :
p(T)=1,

Ainsi, on retrouve un résultat donné précédemmansavoir qu'a la fin de I'impulsion,
'aimantation a été basculée intégralement selmxelx.

On peut continuer a suivre I'évolution de l'opératelensité se plagant a t=0 juste
apres I'impulsion : les spins ne sont soumis déa@mu’'au champ & et grace aux équations

<|-22> et <I-23>, on obtient :
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p(t)=e"¥':| d¥': = cos(y, 1)l +sin(w, o, (1-28)

L'opérateur densité décrit ici la précession dariantation basculée dans le plan transverse.
1.3.3.2. Cas de deux spins faiblement couplés
Les derniers points présentés ici peuvent étréneesat décrits par le formalisme

vectoriel comme cela a été démontré aux partiesedsntes. Venons-en a un cas pour lequel
utiliser le formalisme de I'opérateur densité ast mécessité. Supposons un systeme de deux

spins Y2 | et S faiblement couplés, précessant 51uieu§7O a leur fréquence de Larmor

respectiveswy, et «f. On note J leur constante de couplage. L’hamittonie leur interaction
s’écrit :

H=d}l +afS,+2mJ.1,S, (1-29)
Placons-nous dans le cas ou I'on ne souhaite wdrsque le spin I. Ce dernier est

excité sélectivement (en fréquence) par une impulde 90° appliquée selon y. Considérons
la fin de I'impulsion comme l'instant O de I'obsation, on a alors (équation <I-27>) :

p(0)=I1,
En précession libre, 'opérateur densité évoluaigasomme :
p(H=e™"1 e (1-30)

bY

Lorsque deux opérateurs appartiennent a des spifisedts | et S, ils commutent et
I'opérateur rotation associé a I'un des spins rda @’effet sur I'autre opérateur, ce qui plus
simplement signifie :

e'®1d*®=| (I-31)

On peut donc simplifier immédiatement I'expressitenl’'opérateur densité en supprimant le
terme associé &S

p(t):e—i(a{')HZﬂJSZt)IZIXei(cJOt+27TJSZt)IZ — COS(&)(IJ t+27 JS t)l("' sin(do t+2r J§ t)yl (|_32)
Si on se place dans le repére tournant a la fréguel, on obtient :

p(t)=cos(2r IS 1)| + sin(@ IS t) (1-33)
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Par ailleurs, on a les relationsrie comportant aucun opérateur du spin considéré) :

cos(2ul, )=cos(u)E
sin(2ul, )=2sin( Y |,

ou E désigne I'opérateur identité. Leur applicati@mmet d’aboutir & I'expression simplifiée
dep:

p(t) =cos(rr )L + sinfr J1)2), S (1-34)

Cette derniere équation montre quescille a la fréequence J/2 entre deux modes de
cohérence que sont ét 21,S,. Le mode 2JS, correspond a un mode non observable du fait
des états opposés de spins qui le constituenFigdire 1.6). On I'appelle traditionnellement
mode antiphase. Le signal dans le plan transvéssmide donc completement a chaque
passage par ce mode antiphase. Dans la pratigsiedione acquisition, on constate une
décroissance du signal en modulée par ces annulations périodiques : la Juhatidn. Ce
point sera détaillé et illustré au chapitre III.

z z
1
2J
K Y —_— > y
X ¥_’ ' X
I 2|y-‘3z

Figure 1.6. Evolution de l'opérateur densité en g@éce d'un couplage J: aprés une
impulsion de 90°, les spins sont dans I'état deéoeice | (composantes en phase). Ce
dernier va évoluer sous I'effet du couplage juscgtie@ dans le mode antiphasgRlapres un
temps t=1/2J. Ses composantes étant en opposiighdse dans le plan transverse, il n’en
résulte aucun signal mesurable.

|.4. L’ ECHO DE SPIN
De nombreuses séquences permettent d’obtenir uageiran IRM. On en distingue

deux types : les séquences d’écho de gradierds etélquences d’écho de spin, qui retiendront
notre attention dans la suite.
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1.4.1. Principe de la séquence écho de spin

Nous avons vu au paragraphe [.2. qu'aprés une adrif la relaxation de
I'aimantation transverse était due a des trangtiamerses entre les niveaux d’énergie, a des
interactions entre les spins, ainsi qu'a des inlg@gneéités dego. Ces inhomogénéités
induisent une perte de cohérence des spins, etqeaéquent une relaxation selon une
constante 7* plus courte que le Jf mais elles ne sont pas inéluctables. Il est gWfement
possible de s’en affranchir apres une impulsion RBhn a proposé pour cela la méthode de
I'écho de spin, qui consiste a faire succéder aimmpelsion de 90° une impulsion de 180° au
temps t =t [Hahn 1950] L’impulsion de 90° permet de basculer I'aimamatdans le plan
transversal. Les phases des aimantations élémestag dispersent ensuite dans le plan
transversal a cause des inhomogénéités de champétitage, causant une disparition du
signal en F*. Si on applique alors une impulsion de 180°, $pins se refocalisent pour
former un écho (voir figure) au temps t =2 TE.

=0 0<t<T t=2T
il
Y YN Y
‘-':“'T-_ il
X k ; X X X
a b c d

Figure 1.7. Principe de I'écho de spin. A t=0, lgsins sont basculés dans le plan transverse a
la suite d’'une impulsion de 90° selon x (a). Pendamelaxation, ils se déphasesglon leurs
fréequences de Larmor respectives jusqu’au tempgkiFrauquel intervient une impulsion de
180° selon y, qui va avoir pour conséquence d’isgefeur phase (c). Ainsi, au temps t=2
les spins sont tous en phase, et donnent lieugcha (d).

1.4.2. Extension a la séquence CPMG

Il existe des variantes de la séquence écho de spmme celle qui consiste a
refocaliser les spins a intervalles réguliers TH, appliquant des impulsions de 180°
successives. Ce type de séquence donne donc lieainial’échos de spin.

Il existe différents types de séquence multi-édt®spins, qui different par la phase
de I'impulsion de refocalisation. La plus courammnetilisée est la séquence Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) décrite sur la figure 1.BMeiboom 1958] Cette séquence est une
modification de la séquence Carr Purcell incorporare différence de phase de 90° entre
limpulsion de 90° et celles de 180° (typiguemepplayuer un angle de 90° selon x et les
angles de 180° selon yjsant a réduire les effets de I'accumulation d'udgons de 180°
imparfaites. Par exemple, dans le cas ou les ingndsle refocalisation sont faites selon le
méme axe que I'excitation et font moins de 18®&intantation est basculée « au-dessus » du
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plan transverse et les impulsions successives romffet cumulatif. A l'inverse, une méme
impulsion imparfaite opérée avec une phase de 80fgpport a I'excitation sera corrigée par
limpulsion suivante : I'aimantation sera de nouvdsmsculée dans le plan transverse. Cette
méthode est utilisée comme référence pour la mesreT, et nous intéressera
particulierement dans la suite.

TE/2 TE

Figure 1.8. Principe de la séquence CPMG : une ilsjom de 90° selon x a t=0 est suivie
d’'impulsions de 180° selon y survenant a intengtkguliers TE. Chaque impulsion de 180°
génere un écho. La mesure du signal obtenu a chécjuz permet la mesure du T

[.5. APPLICATION DE LA RMN A L’IMAGERIE 2D

Les bases de la RMN étant posées, nous pouvondealsam application a I'imagerie.
Pour réaliser une image, il est d’abord nécessigréocaliser la provenance du signal. La
fréquence de précession dépendant du champ Idcest ipossible de coder I'espace en
appliguant un champ magnétique variant en chaqdeinle I'espace a imager. Il est ensuite
possible de distinguer des signaux provenant dérdifts emplacements en fonction de leur
fréquence.

[.5.1. Gradients de champ magnétique
[.5.1.1. Gradient de sélection de coupe
La premiere étape pour obtenir une image consistéléctionner une coupe dans
'objet & imager. On applique pour cela un graddmtchamp magnétique,d.a valeur du
champ local en z devient alors :
B(z)=By+ Gz (1-35)
Et par conséquent, la fréquence de précessionrdevie

uxz):§8<z)=2—ﬁt<s>+ezzl (1-36)

Ce gradient est appliqué durant I'émission RF siaseuls les spins situés dans la
région ou le champ magnétique correspond a un@aése dans le spectre de I'onde RF vont
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subir le basculement dans le plan transversal,qui permet la sélection d'une coupe
perpendiculaire & la direction z.

La relation de Larmor permet d’évaluer le gradiampliqué en fonction de I'épaisseur
de coupe choisie:

_ Zn.BF?J

G, o (1-37)

Ou BR, désigne la bande d’émission en Hz de I'impul$én

Dans le cas d’'une excitation sélective, le gradiensélection de coupe est suivi d’'un
gradient de polarité inverse appelé gradient repira€e gradient sert a corriger le déphasage
qui survient dans le plan transverse du fait deplfi@ation du gradient de sélection de coupe.
Considérant que les spins sont basculés instantanéans le plan transverse au centre de
limpulsion d’excitation, le déphasage ne survigné pendant la seconde moitié du gradient.
Pour que les spins soient de nouveau en phass,dbac d'usage d’appliquer un gradient de
polarité inverse dont l'aire est égale a la maiéd’aire du gradient de sélection de coupe.

.5.1.2. Gradient de lecture

L’échantillonnage des données dans le plan sepéaitconvention en appliquant un
gradient de lecture selon x, et d’'un gradient dbelage de phase selon y.

Le gradient de lecture,Gest appliqgué pendant I'enregistrement du signakemet la
localisation dans I'espace du signal en fonctiosaé&équence. Si on note FOM champ de
vue sélectionné dans la direction x, et&R bande passante d’acquisition, on a la relation

_2n
Gx_ yFOVX BPacq (|-38)

La résolution de I'image dans cette dimension est :

FOV,
Ax=—4 (1-39)

X

Ou N, désigne le nombre de pixels de I'image dans kction x.

1.5.1.3. Gradient d’encodage de phase

Pour encoder la deuxieme direction de l'image, ore@urs a l'application d’'un
gradient G entre la sélection de coupe et la lecture du Sigri@mantation d’'une colonne

subit ainsi un déphasage proportionnel a sa pasgioy. Si on note FQMe champ de vue
sélectionné dans la direction y gt la durée d’application du gradienj Gn a la relation :

-32 -



Chapitre | — IRM du®F, bases théoriques et enjeux

G = 2z
YT ROV, (1-40)

Comme précédemment, on obtient une résolution ldastisection y :

_FOv,
N

y

Ay (1-41)

Ou N, désigne le nombre de pixels dans la direction gndDla pratique, le gradient
d’encodage de phase est répété a intervalles dpstdiR (Temps de Répétition), et ceci
conduit a un temps d’acquisition de lI'image :

Tacg= Ny. TR (1-42)
1.5.1.4. Gradients et artefacts de déplacemennijue

L’artefact de déplacement chimique est la consérpiele variations de la fréquence
de résonance de noyaux placés dans des environtsecmemiques différents (cf. paragraphe
1.3.1). Lors de l'application de gradients de ligaion basés sur une sélection en fréquence
(direction de lecture et de coupe), les noyaux ssdnit une variation linéaire de leur
fréquence de résonance en fonction de leur podiéqnation <I-36> et figure 1.9). D’apres
I'équation de Larmor <I-4> et I'équation <I-35>dXpression est valable pour z et pour x), la
relation suivante lie le décalage spafial au décalage en fréquente :

pz==" (1-43)

On peut ramener cette expression en fonction dpaisseur de coupe choisie
e (équation <I-37>) :

Az=

JA -
24BP, (1-44)

p

Lorsqu’on opéere une sélection de coupe par unelsigpusélective en présence d’un
gradient, sur une méme image peuvent donc se vetrosuperposées des résonances
provenant de différents plans de coupe.

Par ailleurs, I'artefact de déplacement chimiquéraéuit dans la direction de lecture
par I'apparition de réplicats, si la bande passabdequisition par pixel est inférieure a
I'écartement entre les deux résonances.
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z
Z, Z;
- ———p -
e e

Figure 1.9. Correspondance entre les fréquenceslest positions dans I'espace: aux
fréquences de résonaneg etw, correspondent 2 coupes de positionstzz.

1.5.2. Remplissage du plan de Fourier

Suite a une excitation, Isignal provenant d’'une coupe et mesuré dans le plan
transverse peut étre exprimé d’apres I'équatioB) @n fonction d’aimantation transverse P
dans la coupe considérée (incluant les effgts T

t
| ot dt’

S(t)= j j P(x,y)e  dxd (-45)

Si on démodule ce signal a la fréquence de Laretoen considérant le cas de gradients
variables quelconque (dont les gradients de led@ude phase présentés a la partie précédente
sont une réalisation courante) alors on obtient :

t
in(Gxx+ny)t' dt

S(t)= j j P(x,y)e° dxd (-46)
On peut alors exprimer le signal comme :

S(k .k ):jj P(x,y )& ) dxc (I1-47)

t
On introduit ici la fréquence spatialek(t):zlJ'G(r)dr, soit dans le cas présent
77:0

kx(t)=2lGXt etk, ()= Zlet . L'expression précédente montre que le si@filk) est en
T T

fait la transformée de Fourier de la densité daspontenue dans I'échantillon. Inversement,
si on effectue la transformée de Fourier de ceasigmm peut obtenir la densité de spins a
partir du signal recueilli, c’est-a-dire I'image tlebjet recherchée. L'originalité de I'IRM
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réside donc dans le fait que l'acquisition ne retcait pas directement I'objet imagé. Elle
consiste d’abord a remplir un espace réciproqueelépplan de Fourier ou espace-k
2r ot Aky _ 2n '

FOV, FOV,

La figure 1.10 donne un exemple de remplissagelale ge Fourier dans le cas d’'une
séquence d’écho de spin.

[Ljunggren 1983, Twieg 1983Echantillonné a intervalledk, =

180°
90°
RF /\
A R
GX 4 =’ =
Kx
Gy ] .- - 2
1
Gz *3
Signal TAvﬂUnUﬁr;r

Figure 1.10. Remplissage du plan de Fourier dangde d’'une séquence écho de spin: a
gauche, chronogramme de la séquence, a droite, planFourier. Aprés bascule de
'aimantation, on se trouve au centre du plan deufi@r (1). Un premier gradient selon x
provogue un déplacement horizontal (2). Le gradidéetphase provoque un déplacement
selon y (3). L'impulsion de 180° inverse les phasmuises en x et en y (4). Le gradient de
lecture selon x permet I'acquisition de la lignerespondante.

Les équations précédentes semblent indiquer quie $eudensité de spins a une
influence sur le signal recu pour une résolutioatigge donnée ; en réalité, le signal recu est
bien entendu modulé par les temps de relaxatiod'aeitres paramétres dont nous allons
parler a présent.

[.6. RAPPORT SIGNAL SUR BRUIT ET SENSIBILITE

Le rapport signal sur bruit (RSB) est une notianc@le en IRM dans la mesure ou il
permet d’évaluer la qualité d'une image et d'ajustes paramétres d’'une séquence pour en
tirer les meilleurs résultats. Nous détailleronssdi suite I'expression du signal, les sources
de bruit affectant la mesure, le calcul du RSBagtquite la sensibilité d’'une méthode.

[.6.1. Signal et maximisation de I'aimantation trarsverse

Nous venons de voir que le signal recueilli dépéndstre autres, de parametres
comme la densité de spins de I'échantillon. D’aufeeteurs intrinseques interviennent dans
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l'intensité du signal, notamment la nature du noyantensité du champ magnétique, ou les
temps de relaxation Tet T,. Certains facteurs présentent I'avantage de poldtoé plus
facilement ajustés par l'opérateur, comme le temjgEquisition (voir partie 1.6.3), les
parametres de la séquence TE, TR, lI'angle de ®deuvolume du voxel, la bande passante
de la chaine d’acquisition, la qualité de I'antenne

En général, afin d’obtenir le meilleur signal ddademps d’acquisition le plus court
possible, il est avantageux d'utiliser des séquerc@&R court. Dans la pratique, pour toute
combinaison d’'un temps de relaxation donné et d’'un TR choisi, il existe un angle de
basculed permettant I'obtention du signal maximal a I'&tionnaire lorsqu’il y a répétition
d’'impulsions d’excitation.Cet angle est appelé angle de Ernst et s’obtieategma la
relation[Ernst 1966]:

IR

cosh=e " (1-48)

Cet ajustement est en fait un compromis entre epeusse maximale de I'aimantation
selon z et I'obtention d’un signal disponible maximal ddesplan transverse (Figure 1.11).
On fait ici I'hnypothese que ;KK T;, que I'acquisition est réalisée aussitot aprescltation et
gue la repousse en $'effectue donc sur toute la durée du TR.

Signal
T, court
,/--___l s
T, long P !
T I
v e e :
/'/ g - ‘| .Lx-‘"‘l.
. I [ %
/ i I o
i | !
| 1 | 6
\ Anglede j
Ernst

Figurel.11. Exemples d’angles de Ernst pour un TR clesisionction du Tde I'objet imagé
(séquence d’'imagerie rapide a TR court). Le sigestl d’autant plus important que I'angle
est elevé.

1.6.2. Le bruit en IRM

Le signal récupéré en IRM est un voltage induitsdBantennepar la précession des
spins dans le plan transversataché d'un certain brui€e bruit est principalement d’origine
thermique (bruit Johnson) et apparait dés lord guiste une résistance dans un systeme.

Il provient d’une part de l'agitation thermique daesrteurs de charge dans I'antenne,
c’est-a-dire les électrons, et d’autre part deh&tillon placé dans I'antenne. Ce dernier est
couplé a I'antenne par induction et se comporteraerane résistance. Ces sources de bruit
étant indépendantes, elles s’additionnent et oiemidtécart-type du bruit :
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o =,[4kT.R BB, (1-49)

Ou R désigne la résistance totale du systeme i(@hegtie + échantillon).

Le bruit relevé sur chaque voie (réelle et imagajaest généralement gaussien : il suit
une loi normale et est identique quelle que soifréguence. La transformée de Fourier étant
linéaire, ce bruit est également gaussien sumhegés réelle et imaginaire. Pour le mesurer, on
utilise généralement les pixels dans les coindmade, bien a I'écart de I'objepour éviter toute
pollution par la fonction d’étalement du point (ou PSF : P&pread Function).'image étant
visualisée en module, la mesure du bruit se fatedbgent en modulet ce dernier suit dans ce
cas une statistique ricienne (Figure 1.12).

dl“n---_, Amplitude
2 b

Figure 1.12. Exemple de mesure du bruit dans lessca’'une image en module (a) et
histogramme correspondant montrant une distributiorenne du bruit (b).

Occurences

[.6.3. Calcul du RSB, effet du moyennage et sendité

On définit le RSB comme le rapport entre 'amplguchoyenne du signal recu et
I'écart type du bruit défini au paragraphe précéden

RSB:@%@ (1-50)

Le signal moyen est évalué sur une région d'intdegts I'objet a considérer (par
exemple on prendra les pixels au centre de lasemprésentée Figure 1.12).

Du fait des basses concentrations localesvo en agents de contraste, il est impératif
d’optimiser les séquences utilisées pour obtenimigilleur RSB. Nous allons montrer
qu'obtenir des image#n vivo avec un RSB correct (>5) en IRM diF passe par le
moyennage du signal sur un grand nombre de rép#titie la séquence, et donc par un temps
d’acquisition long, et qu’il est en général avaeiaq dans ce cas de travailler avec des
séquences a TR court. Plagons-nous dans le pleowteer. Le signal total mesupeut étre
décrit comme un signal effecgfadditionné d’un bruit blanc gaussién
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S(k)=s(k)«(k) (I-51)

Pour un échantillon donné dont 'acquisition egiétéeN,.q fois, le signal moyen
Si(K) obtenu correspond a :

Nacq

S(H=—3 (B (1-52)

Nacq i=1

D’aprés <I-51>, on en déduit la valeur moyenne :

(N 6X= 6 (1-53)

Le bruit est supposeé statistiquement indépendamtedacquisition a I'autre et de varianée
Dans ce cas, la variance de la moyenneé\dgsacquisitions s’écrit :

Var(s,(R) =%, = 21 (1-54)

acq

Par conséquent, I'écart-type du bruit est :

5 =0k
" N, (I-55)

On constate donc que, contrairement au signal sfuilieectement proportionnel au nombre
d’acquisitions (équation <I-53>), le bruit augmeatec la racine carrée dedy Finalement,
le RSB dans le plan de Fourier apregglcquisitions est :

_S(K - SR
RSH 3— o, - I!cq U(k) (|'56)

Le RSB augmente donc en racine carrée du nhombeguw&tions, et par conséquent,
en racine carrée du temps d’acquisitiqe; T

Lorsqu'on veut confronter différentes séquences égtluer leurs efficacités
respectives, il est utile de se ramener a la nat®sensibilité. Le RSB augmentant en racine

-38-



Chapitre | — IRM du®F, bases théoriques et enjeux

carrée du temps d’acquisition, cette sensibiligkgtime comme la normalisation du RSB par
la racine carrée du temps d’acquisition :

RSB

SN:ﬁ (1-57)

Le RSB dépend du signal mesuré, lui-méme déperdtamd quantité d’aimantation
dans le plan transverse. Cette quantité est piopadlle a I'angle de bascubeappliqué, et
on a en particulier d’aprés I'équation <I-56> :

RSB sird, /N,

Par ailleurs, le temps d'acquisitionJ est proportionnel a la durée, TR (équation <I-
42>), on peut donc écrire daprés les équationd6- et <I-57> pour un nombre
d’acquisitions Neq:

SNO \ Nacq sing _Sin<9 (|-58)
JN TR VTR

D’aprés la formule de I'angle de Ernst (équatid@8&>), la sensibilité d’'une séquence
est proportionnelle a :

TR
sin(arccos(e" ) (1-59)

AR

SN[

Les hypotheses sont les mémes que celles de lieguat48>. La figure 1.13 illustre
I'évolution de la sensibilité en fonction des vateprises par le TR, pour quatre différents
(100, 500, 1000 et 4000 ms). On constate sur figtiee que la sensibilité est d’autant plus
importante que le TR est court, quel que soitileeT confirme I'assertion selon laguelle il est
avantageux de choisir un TR court afin d’obtenimieilleur RSB dans le temps d’acquisition
le plus court possible.
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Figure 1.13. Estimation de la sensibilité d’'une gséqce en fonction du TR pour 4 valeurs de
T, différentes.

Dans notre cas, afin de pouvoir comparer différemiéthodes d’acquisition en tenant
compte a la fois du temps d'acquisition mais égal@mde la taille des voxels et des
concentrations d’agent de contraste en présenae aoons ajouté a I'équation <I-57> le
terme n, représentant la quantité de matiere par voxelusNaous ramenerons donc
systématiqguement dans la suite a une sensibilggrage comme :

RSB
n,T

acq

SN=

(1-60)

Cette sensibilité s'exprimera en pmohin™?

[.7. LE FLUOR EN IRM

Ce premier chapitre a pour le moment mis en avastndtions sur I'IRM en général.
Quelques précisions sont & apporter sur I'lRM-#y afin de justifier son choix par le projet
Iseult.

[.7.1. Le fluor dans I'environnement et en biologie

Dans la classification périodique, le fluor est@lédment chimique de la famille des
halogénes, de symbole F et de numéro atomique 9.sdid isotope stable présent
naturellement sur terre est &, que I'on retrouve notamment dans la crolte s&eed

hauteur de 0,3 g/kg. Le fluor étant I'éléement leisplélectronégatif de la classification
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périodique, il se lie tres facilement aux autresrénts avec lesquels il forme une gamme de
composés tres variée. Le fluor est utilisé en pitigno non négligeable dans l'industrie,
notamment en pharmacie et en agrochimie. On egins¢ que 25% des médicaments et 50%
des composés agrochimiques présents sur le masatiérment du fluor.

Le fluor joue toutefois un réle mineur en biologilen’est présent qu’a I'état de trace
chez les organismes vivants : un adulte en compeendon 2 grammes répartis entre les
dents, les os et les ligaments, pour une concértrgtobale inférieure & 10M (ou 10°
mol.L'™}, par comparaison I'hydrogéne est présent a hauteu88 M). Si c’est un oligo-
elément célebre pour son pouvoir protecteur soatee dentaire, il s'avére également toxique
lorsqu’il est consommé en excés. La principale @atfie qui lui est liée est la fluorose
dentaire, mais a des doses tres élevées peuvergnsudes retards de croissance, des
dysfonctionnements rénaux, voire la mort.

1.7.2. IRM du *°F : avantages et limitations

Du point de vue de la RMN, le noyau de I'atomelderfpossede comme le proton un
spin ¥2. Son rapport gyromagnétiqge est également proche de celui du proton puisgstil
T

de 40,08 MHz/T (42,57 MHz/T pour le proton). L'intgté du signal RMN étant directement
proportionnelle au rapport gyromagnétique, le fl(aésignant le noyau de I'atome par abus
de langage dans la suite) constitue le noyau Hajurgposséde la plus grande sensibilité en
RMN aprés le proton, avec une sensibilité relatiee83%. Tirant parti de cet avantage,
Holland obtient en 1977 la premiére imddeé sur un tube de fluorure de sodilirolland
1977], soit 4 ans aprés I'obtention par Lauterbur dgremiére imagéH. L'IRM du *°F
connait par la suite un essor grace au principahtage de la technigur vivo : I'absence de
fluor dans les tissus, et donc de signal de fods d’'une injection d’un agent de contraste a
base de fluor, la provenance d’'un sigh#l in vivo est ainsi sans équivoque. De ce fait, la
méthode ne requiert pas d'image pré-injection, quesl’absence d’'agent de contraste se
traduit par une image de bruit. Un autre atout négligeable de la technique réside dans le
fait que le signal mesuré est directement propongb a la concentration en agent de
contraste (ce qui n'est pas le cas par exemple@®agents de contraste paramagnétiques en
IRM du *H). L'IRM du *F est donc une modalité parfaitement appropriée pealiser de
'imagerie quantitative.

Toutefois, en raison des faibles concentrationaléscen fluor retrouvéés vivo apres
injection d'un agent de contraste, la méthode etjuine résolution spatiale basse ainsi que
des temps d’acquisition assez longs pour recuaillisignal. Suivant les méthodes utilisées et
les conditions expérimentales, les études réalisdeéd jusqu'a aujourd’hui permettent de
détecterin vivo des concentrations de I'ordre du millimolaire (m#&f) fluor avec des temps
d’acquisition proches d’'une heure et des voxeldadee ~10 pL. Si la quantification est
simple en IRM du'®F, elle souffre d'effets de volume partiel impot&torsqu'il s’agit de
détecter des traces ponctuelles d’agent de coatrBsins de telles situations, ''RM dtF
peut paraitre plus adaptée pour attester de lamrésde fluor dans les tissus que pour sa
guantification. Obtenir un RSB suffisant en un tengacquisition « raisonnable » apres
injection d’'une dose d’agents de contraste écartast problemes de toxicité et les
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perturbations physiologiques, voici les principameux auxquels il a fallu faire face dans le
travail présenté.

L'IRM du fluor reste une modalité encore marginadbsente dans le domaine
clinique. Elle requiert effectivement un matérigiésifique (amplificateurs sur le systeme
IRM, antennes adaptées...), et comme précisé au rppfag 1.3, I'imagerie d’agents de
contraste a base de fluor peut s’avérer problématap fait des artefacts de déplacement
chimiques et des couplages. Ainsi, comme pour Upgt des noyaux autres que le proton
(phosphore 31, carbone 13...), la littérature foupnitcipalement des résultats obtenus dans
des études précliniques sur I'animal. Nous pouvlopsésent dresser le contexte dans lequel
le travail présenté a été effectué, ainsi qu’uh édtd’art de ce qui se fait aujourd’hui en IRM
du fluor.
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[l. 1. TUMEURS CEREBRALES : PHYSIOLOGIE ET MOYENS DE DETECTION
[1.1.1. Physiologie des tumeurs cérébrales

On parle de cancer lorsque I'on assiste a unef@ration anarchique de cellules dans
un tissu sain aboutissant a la formation d’une tumkees cellules tumorales présentent la
particularité d’étre indépendantes de leur envieonent : elles sont indifférentes aux signaux
inhibiteurs et a 'apoptose, et ont un potentiet@dication illimité.

Les tumeurs cérébrales ont pour principale orid@secellules gliales, ou cellules de
soutien. Ces derniéres représentent une largedpartellules cérébrales (elles sont 10 fois
plus nombreuses que les neurones). Elles assuoentnbmbre de fonctions, notamment
d’isolation physique des neurones en formant laidra hémato-encéphalique (BHE). Le
développement d’un cancer au niveau de la glierairgeune tumeur appelée gliome. Si en se
développant une telle tumeur détruit les tissusssanvironnants, on parle alors de gliome
malin, ou plus généralement de glioblastome. Casetus sont connues pour étre
extrémement agressives et de croissance rapidié,n&txiste malheureusement a ce jour
aucun moyen permettant d'anticiper leur apparifian dépistage. Leur cause est incertaine,
mais les facteurs génétiques et/ou environnemertdaomne I'exposition a des perturbateurs
endocriniens sont suspectés. Les tumeurs cérébrabldgines touchent plus de 4000
personnes chaque année, et 50 a 60% de ces tusoatides glioblastomes. Les traitements
pour les soigner sont généralement lourds (chieungidiothérapie et chimiothérapie), et les
récidives fréquentes. En moyenne, la survie apaiieinent ne dépasse pas 14 mois.

Comme toute tumeur, les glioblastomes nécessiteygeme et nutriments pour se
développer. Les travaux de Folkman sur la croissammorale/Folkman 1971]ont montré
gu’une tumeur ne pouvait grossir au-dela d’'undetaié 2 mm si elle n’était pas alimentée par
son propre réseau vasculaire. A cette taille, wme d’hypoxie apparait au sein de la tumeur
et pour y pallier, cette derniere déclenche le ph#&ne de néoangiogenese, c'est-a-dire le
développement de nouveaux vaisseaux sanguins @estifiirriguer. Les cellules tumorales
sécrétent une protéine, le VEGF (Vascular EndaheBrowth Factor ou facteur de
croissance de I'endothelium vasculaire) et I'angimgge s’amorce a partir des vaisseaux
préexistants (Figure 11.1).

La vascularisation tumorale ne répond généralen@zerducune logique, et les
capillaires se développent de facon anarchiqueedrhision est médiocre du fait de l'inégale
répartition des vaisseaux, de leur tortuosité, stamts artério-veineux, et de I'absence de
gradients de pression. Au cours de la croissamacephe d’hypoxie prend de I'ampleur au
centre de la tumeur malgré I'angiogenese, et deétaose apparait, souvent accompagnée
d’hémorragies. Le glioblastome faisant partie dameurs les plus vascularisées, la
progression et l'architecture de son angiogenésd# fargement documentées dans la
littérature[Hsu 2006, Onishi 2011]

Les tumeurs cérébrales présentent par ailleurs Bhig altérée. Une BHE saine
comporte normalement des pores de taille infériauraanometre, permettant le passage vers
les neurones de I'eau et des nutriments mais erapédd passage de la plupart des autres
substances circulant dans le réseau sanguin (agetttsgenes, toxines, hormones...). Cette
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protection ne remplit plus son réle dans le camé’tumeur, les pores pouvant atteindre une
taille de 100 nanomeétres dans le cas du glioblasfbliwbbs 1998]

Tumeur . _adi
¥ i ¥

Vaisseau

Capillaires

Figure 11.1. Mécanismes de I'angiogenese tumordietumeur (a) grossit jusqu’a un certain
stade auquel elle sécrete le VEGF qui va déclenthegiogenése pour l'alimenter (b). Les
capillaires sanguins irriguant la tumeur se dereifi dans sa périphérie et permettent sa
croissance rapide, tandis qu'une zone d’hypoxieodépue de capillaires se crée au centre
de la tumeur (c).

[1.1.2. Détection des tumeurs cérébrales : moyensitel et envisagé

Il est aujourd’hui possible en routine clinique dipister les tumeurs cérébrales en
utilisant des séquences IRM pondérées enol le plus souvent des séquences IRM
pondérées en ;T avec injection préalable d'un agent de contrastgampagnétique
(typiqguement des chélates de gadolinium, voir FEdur2).

Figure 11.2. Image IRM'H pondérée T acquise chez un patient aprés injection de
gadolinium, faisant ressortir la périphérie de lanteur dans I'hémisphere gauche du

cerveau
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Cette méthode est non spécifique et tire partaddeficience de la BHE des tumeurs :
'agent de contraste injecté n’est plus confindréérieur du réseau capillaire et s’accumule
dans le tissu tumoral, modifiant sa relaxivité. Usequence IRM pondérée en Tait
apparaitre la tumeur en hypersignal sur I'imagestlpossible également en routine clinique
d’avoir recours a I'IRM de perfusion, permettantnidse en évidence des tumeurs via des
augmentations de volume sanguin.

Dans le cas du projet Iseult, une autre optioneesisagée pour la détection des
tumeurs ceérébrales. Il s’agit de cibler de manigpécifique I'angiogenese tumorale en
détectant des biomarqueurs caractéristiques. Et, éfls vaisseaux sanguins nouvellement
créés sont tapissés sur leur face interne de eslkridothéliales sur-exprimant des intégrines
(protéines de surface). Parmi ces intégrinegpd’est particulierement intéressante car elle est
absente chez les cellules matures. Cette moléouéeyn réle prépondérant dans le processus
de néo-angiogenese, en fournissant un signal deesaux cellules endothéliales. d.p3
constitue donc un des marqueurs moléculaires dgibgenése tumorale accessible par voie
sanguine, dont le ciblage permettrait de déteasrglioblastomes des leurs premiers stades
de croissancgBrooks 1994] Le moyen traditionnel auquel recourent les étymms mettre
en évidence la présence d’'un biomarqueur est dgiémmaliser des agents de contraste avec
un ligand adapté a la cible (anticorps, peptidéarapre...). Un peptide bien connu pour avoir
une forte affinité avec l'intégrine,ps est le peptide RGD (acronyme désignant les acides
aminés arginine, glycine et acide aspartique, ajuré 11.3). Son incorporation au sein
d’agents de contraste IRM a déja permis de mettr@vant I'angiogenése dans certains types
de tumeurs chez I'animal (un état de l'art détadlé présenté plus loin). Notre stratégie est

donc de mettre en évidence la présencefg’ au moyen dagents de contrasté
fonctionnalisés par le peptide RGD.

Site de liaison
avecle peptide @

RGD 4
® \e® ;
Espaceextracellulaire

Intégrineavﬁg (vaisseau sanguin)

Membrane des cellules
endothéliales

Espaceintracellulaire

Figure 11.3. Représentation schématique de I'inkégrd’a, 3 sur la membrane d’'une cellule
endothéliale, et de sa liaison possible avec ldidegrRGD circulant dans le sang.

Des résultats avec des particules ciblampt dans les glioblastomes ont été obtenus
chez 'homme avec dtfF fonctionnalisé pour la TESchnell 2009] ou en imagerie optique
de fluorescence chez I'anim&lsu 2006] Voyons ce qu’il en est en IRM.
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[1.2. DES COMPOSES FLUORES DINTERET : LES PFC

Nous venons de voir qu’'une détection possible dewetirs cérébrales passait par la
mise en évidence de I'angiogenese tumorale, ertifmmalisant des agents de contraste avec
le peptide RGD. Dans le cas de I''RM H#, les perfluorocarbures (PFC) sont des composés
d’intérét, et leurs propriétés générales sont pitéss. Un soin particulier sera ensuite apporté
a la description du perfluorooctyl bromure (PFO@hniprésent dans le reste du manuscrit.

[1.2.1. Propriétés des PFC

Un agent de contraste doit répondre a certainggerses. Outre le fait de mettre en
évidence certaines structures du corps, il estssége qu’il soit bien toléré par I'organisme
aux doses injectées et gu'il s’élimine facilement.

Nous allons donc nous pencher dans la suite sugamane particuliere d’agents de
contraste fluorés : les perfluorocarbures (PFC} @piides synthétiques sont étudiés depuis
plus de 40 ans. lls possedent une structure @mbtestemblable a celle des hydrocarbures, a la
différence pres que les atomes d’hydrogene sonplesr@s par des atomes de fluor. Les PFC
présentent donc I'avantage en IRM H& de comporter de nombreux noyaux sur lesquels
faire I'acquisition.

Le domaine biomédical s’est particulierement irdééeaux PFC pour leurs propriétés,
notamment le fait qu'ils sont inertes biologiquemneits ne sont pas métabolisés et sont donc
peu toxiques méme a haute dose. Ces composéseqmidant hautement hydrophobes et
lipophobes, et ne sont donc pas miscibles avearng sils requiérent par conséquent une
emulsification avant injection par voie intraveiseylV). Par ailleurs, les PFC présentent la
particularité de dissoudre de grandes quantitégade jusqu’aux deux tiers de leur volume
(par comparaison le sang ne peut contenir que 2@e%on volume en oxygene). Cette
solubilité trouve son origine dans la structure B€< qui n'interagit pas avec I'oxygéene,
facilitant les échanges gazeux rapides par simiffiestbn, contrairement aux atomes de fer
de I'hémoglobine qui forment une liaison chimiqoeté avec I'oxygene. Clark et Gollan ont
ainsi montré qu’une souris pouvait survivre plusiclieures en étant immergée dans un bain
de PFC saturé en oxygef@lark 1966]. Le premier usage de ces liquides dans le domaine
biomédical fut donc en tant que substituts sangeinsour la ventilation liquidienngRiess
2006, Krafft 2001]

11.2.2. Applications des PFC en IRM du*°F
[1.2.2.1. Introduction

Les PFC ont trouvé de nombreuses applications mngi#agent de contraste, sous
forme d’émulsions ou bien sous forme de nanocapgqskuf précision, le tout sera désigné
dans la suite du chapitre sous le terme génériquanaparticules »). D’'une maniere générale,
la taille des particules vouées a l'imagerie vaydelques dizaines de nanometres a quelques
micromeétres. Dans la littérature, la taille la pfusguente se situe autour de 200 nm. Ces
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particules comportent un coeur composé d'un PFC risammé soit sous une couche de
phospholipides lorsqu’il s’agit d’'une émulsion, tsdians une coque fait d’'un polymére
biocompatible lorsqu’il s’agit d’'une nanocapsulea kignature spectrale du PFC n’est pas
modifiée par I'encapsulation. Suivant I'usage eagé les nanoparticules de PFC peuvent
étre utilisées telles quelles, ou bien fonctiorsésds avec divers agents pour I'imagerie
moléculaire. Les applications des PFC en imageédicale ne se limitent pas a I'lRM, ils ont
par exemple été employés pour la tomographie ansayoou l'ultrasonographi@Vattrey
1994]. Nous ne détaillerons toutefois pas leur usages das modalités et nous nous
limiterons a leur utilisation en IRM par voie intgneuse.

[1.2.2.2 Devenir d'une émulsion perfluorée in vivo

L’organisme réagit a I'injection de nanoparticuténs la circulation sanguine par le
biais du systeme réticuloendothélial. Il s’agit M’ensemble de cellules disséminées dans
I'organisme et dont la fonction est I'épuration shng (corps étrangers, cellules anciennes ou
anormales...). Ces cellules sont regroupées danssdorganes tels que le foie, la rate, la
moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, le iymCe sont principalement le foie et la
rate qui interviennent pour capter les nanopasgul

Au niveau du foie, deux types de cellules captestdanoparticules. Il s’agit d’'une
part des hépatocytes, cellules a fonction métabelicet des cellules de Kupffer, qui
correspondent aux macrophages du foie. Dans laaateont les macrophages, présents en
grande quantité au niveau de la pulpe rouge, quteoéles nanoparticules (Figure 11.4). Une
fois endocytées, les nanoparticules sont dégradgietes débris sont relargués dans la
circulation sanguine, en particulier les moléculesPFC. Les PFC étant tres volatiles, les
molécules sont excrétées via I'expiration lorsele passage dans les poumons.

'p'.., &Lﬁﬁﬂ‘#ir“e
v o

* ‘
£

Hépatocytes
g 'g: RS
N L e G
Pulpe
blanche
Pulpe rouge

a b d &
Figure I1.4. Place du foie et de la rate chez I'hom (a) et chez la souris (b). Microscopie
montrant pour le foie les cellules de Kupffer et fe&patocytes (c), et pour la rate les deux
tissus principaux que sont la pulpe rouge, majargtaet la pulpe blanche (tissu lymphoide).
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[1.2.2.3. Utilisation non spécifique des PFC chepétit animal

Les nanoparticules de PFC ont trouvé une premigpéication en IRM du*F pour
I'oxymétrie des tissus sains ou pathologiques. fat,de T, des PFC a la caractéristique de
dépendre directement de la pression partielle djérg a une température donnée :

Ri=R¢+k.pO; (II-1)

Ou F21=_|_i désigne la relaxivit¢ du PFCs Ry est la relaxivit¢ du PFC en I'absence
1

d’oxygéne (température dépendantep@; désigne la pression partielle d’oxygene a laquelle
est soumis le PFC (160 mmHg dans le cas de I'alniamh sous pression atmosphérique). La
pentek varie selon la sensibilité a I'oxygene du PFCigéil L’émulsification n’affecte pas la
propriété traduite par I'équation <II-J¥ong 1984}

Dés lors, des mesures d’oxygénation ont pu éabliés chez le petit animal a des
champs variant de 1,4 a4 4,7 T. Les valeurs deqDété rapportées notamment dans le foie
et la rate du fait de 'accumulation des nanopal#€ dans ces organes, ainsi que dans le
réseau vasculairgdolland 1993, Fishman 1987, Bornert 1993, Noth 39%ar ailleurs des
études ont été menées pour caractériser I'hypcaies dles tumeurs de I'abdomen, soit par
injection d’une grande quantité de nanoparticukrssde san¢Dardzinski 1994, Hees 1993,
Robinson 2004]soit par injection intratumorale de PFC jpMiason 1996, Jordan 2009]

Les nanoparticules de PFC sont également utilipées le suivi de cellules (« cell
tracking »). Elles peuvent par exemple marquerntesrophages présents au niveau d’'une
inflammation sur certains modéles animgoth 1997, Flogel 2008] Récemment, des
études ont montré qu’il était possible de marqesr akllulesex vivg puis de les implanter et
suivre leur migration dans I'organisrpEhrens 2005, Partlow 2007]

[1.2.2.4. Utilisation de nanoparticules de PFC ftinonalisées

Nous avons vu gqu'il était possible d’accrocher aslaface des nanoparticules des
ligands pour le ciblage de biomarqueurs présents dartains tissus malades, comnagk.
Ainsi, le premier article faisant état de la détecttde l'o,pf3 par IRM met en évidence une
néovascularisation sur la cornée de lapin au mayennanoparticules paramagnétiques
incorporant un anticorps assoffnderson 2000] A I'instar de la publication d’Anderson et
al., une large part des études cherchant a détEategiogenese tumorale utilisent les
nanoparticules de PFC comme un simple « suppasuplp ligand, et rajoutent a leur surface
du gadolinium pour le rehaussement du sighiabans faire d'imagerie dtiF [Winter 2003,
Schmieder 2005]

Plusieurs études récentes tirent néanmoins partadantages dt’F pour indiquer la
présence ded,ps. Le PFC a I'honneur dans ces communications esetftuorocrownether
(PFCE, ou plus connu sous le nom éther courongé,Ds). Ce composé est cyclique et,
contrairement a la plupart de ses homologues meé$y il ne comporte qu’un seul pic : il est
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donc tres simple a imager puisqu’il ne pose aucroblpme d’artefact de déplacement
chimique. Des chélates de gadolinium sont greffés surface des nanoparticules. Cet ajout
permet de faire de I'imageritH et parallélement de réduire le @u PFCE (~400 ms),
permettant de multiplier par deux le sighd [Neubauer 2008] Les auteur§Keupp 2009,
Rahmer 2009mettent en évidence a 3 T un signal fluor au nivdan carcinome implanté
dans une patte de lapin au moyen d’'une séquencbal@e gradient 3D a encodage radial.
Une autre étuddLamerichs 2010] montre des résultats semblables avec une séquence
d’'imagerie spectroscopique, également a encodati@ k&-uTSI). Par ailleurs, Waters et al.
utilisent des particules de PFCE sans gadoliniunsi aju’'une séquence de spectroscopie
pondérée en diffusion dans le cas d'une tumeurateille de sourisfWaters 2008a] En
éliminant le signal non spécifique provenant dugs@uarticules circulantes), les gradients de
diffusion permettent la quantification directe aesoparticules liées.

Précisons que d,ps ne s’exprime pas seulement lors du phénoméne idgegese,
mais également lors de toute forme d’inflammati@soulaire, notamment I'athérosclérose
(épaississement de I'endothélium vasculaire). Aitoe, certaines études ont montré, toujours
avec des nanoparticules de PFCE, que I'on pouwetitrenen évidencex vivola présence de
intégrine dans la valve aortique de lapin ayanbisun régime hypercholestérolémiant
(séquence d’écho de spin a 11,7 T) et quantifier é®ncentration dans les tissygvaters
2008b].

11.3. CHOIX D'UN PFC POUR L' IMAGERIE DE L 'ANGIOGENESE TUMORALE : LE PFOB
11.3.1 Présentation

Les PFC utilisés dans les études précliniques R sont nombreux. Les plus
courants sont le PFCE, présenté au paragraphedprécée FTBA (perfluorotributylamine),
le FTPA (perfluorotripropylamine), le PFD (perflaaiécaline)... le choix est vaste. L'un des
PFC s’est cependant fait remarquer au début desear80 : le perfluorooctyl bromure, ou
PFOB (perfluorooctylbromide ou perflubron pour é&gjlophones). Son principal atout réside
dans son excellente biocompatibilité et son caractelatile modéré, minimisant le risque
d’emphyséme pulmonaire lorsqu’il est excrété pardapiration. Le PFOB, sous forme
d’émulsion, a subi les tests cliniques de phaset lll (notamment I'émulsion Oxygehit,
mise au point par Alliance) en tant que substitmgsin temporaire pendant les actes
chirurgicaux[Spahn 1999] Il a été également testé en clinique sous saefqyare pour le
traitement du stress respiratoire pendant la \aian liquidienngLeach 1996]

Le PFOB, de formule §&,7Br, comporte toutefois plusieurs résonances en RMN
%, comme la plupart des PFC (Figure 11.5). Le specvmprend ainsi une résonance pour le
groupe CE, arbitrairement assignée au déplacement chimiqun0nassif de 6 résonances,
les CF, est présent entre -36 et -45 ppm (soit éloigdéed0 a -13 kHz du picdu @& 7 T),
et un dernier pic, celui du groupement,BF; se situe a +18 ppm (soit a +5 kHz du;@F7
T). Le PFOB apparait donc plus compliqgué a imager spn homologue PFCE du fait des
problemes potentiels d’artefacts de déplacememnigle. A cela s’ajoutent des couplages
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entre certaines résonances, pouvant causer des jpiertsignal dont nous reparler¢8stak
1993].

CF;
CF,
10kHz
N e 1)
0 20 40 (ppm)

Figure Il.5. Représentation de Cram de la molécde PFOB (a) et spectré’F
correspondant (b). Les couleurs indiquent la copmslance entre les groupements
chimiques et les résonances, les valeurs de dépkatechimique en fréquence sont indiquées
pour un champ magnétique de 7 T.

Choisir un PFC facile a imager comme le PFCE pbuic apparaitre dans ces
conditions comme la décision la plus commode. Nmass cependant choisi de privilégier le
caractére biocompatible du PFOB, le PFCE n’ayant fmmoment passé aucun test clinique
attestant de son innocuité chez ’'homme.

[1.3.2. Imagerie d’émulsions de PFOB non fonctionniisées

Le PFOB a été utilisé en premier lieu comme agdentontraste ultrasonore et pour la
tomographie a rayons pMattrey 1989] Le PFOB, comme les autres PFC, présente en effet
une forte échogeénicité du fait de sa masse volumigjevee (1,9 g/mL), qui fournit une
impédance acoustique supérieure de 30% a celléighess mous. Une émulsion de PFOB
permet donc l'obtention d’'un signal ultrasonore raegté dans le foie et la rate ou elle
s’accumule, mais également dans le réseau vasgukanéliorant la qualité des images
Doppler.

En tomographie a rayons X, le PFOB présente I'tagande comporter un atome de
brome qui le rend radio-opaque. A l'inverse dettagonographie, il opacifie particulierement
le foie et la rate, ainsi que le réseau vascu[Miatrey 1984, Harned 1995]Par ailleurs, il
permet de mettre en évidence, quelques jours ameedion, la présence de tumeurs chez le
lapin [Young 1981, Mattrey 1982]'atténuation est en partie due a l'inflammatiocale,
impliquant la présence de macrophages en péripldida tumeur qui absorbent les
nanoparticules.

Concernant I'lRM du®F, les applications du PFOB sont semblables adis PFC.
Le PFOB a été le premier PFC utilisé pour imagesyleme réticulo-endothélial par IRM,
via une séquence d’écho de sgRatner 1987] Il est particulierement apprécié pour
'oxymétrie du fait de sa sensibilité accrue a tasgion partielle d’'oxygéne, mais également
parce qu’il est relativement insensible a la terap#e[Shukla 1995] Des mesures de pO
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avec I'’émulsion Oxygent ont été réalisées dangike ét la rate de souris a 4,7 T au moyen
d’'une séquence IR-EPI n’excitant que le pic dy [Barker 1994] ainsi que dans le sang de
rat a 4,7 T avec une séquence de spectroscopie Gir&t@dée d’'un module OSIRIS pour la
localisation[Girard 1994]. Par ailleurs, Shukla et al. ont saturé le sangatied’'une émulsion
PFOB, ce qui a permisx vivoet par une séguence de spectroscopie de mesuEd tans

le tissu myocardique soumis a une perfusion norreélen situation d’ischémigshukla
1996].

[1.3.3. Imagerie d’émulsions de PFOB ciblées pour d,f3

Il existe & ce jour peu de publications faisant de&ala détection d,s par le biais de
nanoparticules de PFOB fonctionnalisées. Toutefdes communications au congres de
'ISMRM ont récemment présenté des premiers résuitavivo chez I'animal. Keupp et al.
ont ainsi utilisé des nanoparticules de PFOB fomctalisées a 3 T afin de mettre en évidence
des carcinomes dans la patte de lapin, via uneeségul’écho de gradient n’excitant que les
résonances GRlu spectre du PFOBeupp 2010a] Par ailleurs, la méme équipe a testé pour
la méme situation une séquence d’écho de gradidisant des impulsions multi-bandes type
Hadamard, permettant d’exciter simultanément |é&réintes résonances qui sont ensuite
combinées pour obtenir I'image findkéeupp 2010b] Un troisiéme protocole a été cette fois
testé avec des nanoparticules de PFOB fonctiogealisporteuses ou non de chélates de
gadolinium, pour une détection &d et en®*F. L'étude suggére que I'imageri&r, réalisée
cette fois avec une séquence UTE-SSFP (Ultra §tobid Time Steady State Free Precession)
sur les CE, se suffit a elle-méme pour détecter 'angiogeifigésepp 2011]

Comme dans le cas des PFC, les nanoparticules @8 Rénctionnalisées peuvent
servir dans d’autres contextes que celui des tusn#iildirim et al. ont par exemple cherché a
mettre en évidence a 3 T la présence d’angiogegrersant les cycles menstruels de la souris,
via les Ck et par la séguence d’imagerie spectroscopique $-éVoquée au paragraphe
11.3.2.3[Yildirim 2010].

[1.4. CONCLUSION

Le fluor a été désigné dans le projet Iseult comme modalité susceptible de
permettre la détection de I'angiogenése tumorale.certain nombre d’études aujourd’hui
font état de la mise en évidence.; grace a des nanoparticules fonctionnalisées admse
PFC. Toutefois, notons que dans la littératuregur&e, aucune étude ne s’est penchée sur la
détection de I'angiogenése tumorale dans le cervBawette derniére n'est priori pas
différente de l'angiogenése dans les autres orgaless protocoles peuvent étre plus
compliqués a mettre en ceuvre (induction du modelma ou présence de la BHE par
exemple). Nos travaux sur le modele souris U8blistome) seront présentés au chapitre
V.

Avant de passer a proprement parler a la détedeiiangiogenése tumorale, une
étape cruciale est la mise en place d'une stratélgiedétection des nanoparticules
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fonctionnalisées. Leur ingrédient de base, le PF@B¢été choisi pour son caractere
biocompatible avéré. Toutefois, nous avons soullgadifficultés qui émanent de ce choix,
du fait de son spectre complexe et de I'existercealiplages. Les méthodes pour imager le
PFOB sont d’ailleurs nombreuses, allant de I'échaychdient a I'imagerie spectroscopique,
et n'utilisent pas les mémes résonances pour abtenisignal. Compte-tenu des faibles
concentrations en agent de contraste auquel il fenudra faire facen vivo, en particulier
lorsqu’il s’agira d’'imager des marqueurs molécdair de I'angiogenese tumorale,
limplémentation d’une séquence d’'imagerie la passible possible est décisive. Ce travall
fait 'objet du prochain chapitre.

-54 -



CHAPITRE I

Imagerie du PFOB par IRM du *F : méthodologie



-56 -

Chapitre 1l — Imagerie du PFOB par IRM 4l : méthodologie



Chapitre 1l — Imagerie du PFOB par IRM 4l : méthodologie

Le chapitre précédent a montré que le PFOB préselesintéréts pour I''lRM di’F.
Toutefois, nous rencontrerons immanquablement désuttés lorsqu’il s’agira de I'imager
in vivo, d’abord du fait des basses concentrations locBes ailleurs, choisir une ségquence
d’'imagerie adaptée n’est pas simple du fait desbhmenses résonances de la molécule et des
couplages pouvant les lier : la diversité des s utilisés dans les différentes études en
témoigne. Nous nous attachons donc dans ce chapiteplorer les propriétés RMN du
PFOB, afin d’en faire ressortir une stratégie dgmide offrant la meilleure sensibilité.

l11.1. | MAGERIE DU PFOB : DIFFICULTES ET ENJEUX
[11.1.1. Suppression de l'artefact de déplacementiémique

Lorsqu’un spectre comporte plusieurs résonancepose toujours la question de
I'artefact de déplacement chimique. On peut évViggparition des réplicats dans la direction
de lecture padiverses méthodes. On peut notamment faire le ateir’imager qu’'un seul
pic du spectre du PFOB. En nombre de noyaux fllopeut paraitre plus avantageux
d'imager le massif des GFsitué autour de -40 ppm sur la figure 1.4.b. Bdois ces
résonances sont étroitement couplées entre elles feurnissent donc un signal peu intense.
Par ailleurs, elles s’étalent sur prés de 3 kHzTa Afin d’éviter I'apparition de réplicats, la
bande passante par pixel devrait donc inclure $olg® résonances, ce qui impliquerait, pour
une matrice de 64 pixels dans la direction de fectlutilisation d’'une bande passante
d’acquisition proche de 200 kHz, résultant en unp® de lecture trés court et délétére pour le
RSB. Utiliser tous les noyaux fluor serait doncaecplus critique, avec une bande passante
d’acquisition supérieur a 1 MHz. Le plus simple siste a choisir le pic central présentant la
plus grande intensité, le @FOn s’affranchit des autres résonances soit etagxae facon
sélective le CE soit en saturant les résonances indésirablesesothoisissant une bande
passante d’acquisition suffisamment étroite pouatar ces résonances.

Cette méthode implique cependant de n’observer3gneyaux fluor sur les 17 que
compte la molécule. Il est possible d’éviter cerifigae de signal en utilisant une technique
comme le CSI (Chemical Shift Imaging). Les séquer@8l consistent a collecter les spectres
d’'un plan de coupe et ne comportent que des enesdayphase, supprimant par consequent
les réplicats dans la direction de lecture. Néansjocet avantage est a tempérer par des
temps d’acquisition longs et une méthode de queatibn spectrale entierement dépendante
de [l'utilisateur. Mentionnons par ailleurs que gjila sélection de coupe, cette méthode
requiert des gradients et une bande passante dsémudémesurément élevés afin d’'éviter
un artefact de déplacement chimique dans la dinecte coupe entre les résonances les plus
éloignées du PFOB, le GBr et les CE (écartées d’environ 60 ppm). A titre d’exempleupo
obtenir un artefact de déplacement chimique inféré&e10%, la séquence CSl nécessite a 7 T
pour le PFOB une bande passante de 170 kHz poummpslisions (équation <I-44>),
nécessitant un gradient de 840 mT/m pour une cdefemm.

Dans la suite, nous concentrerons notre intérétismagerie du Cg du PFOB.

-57 -



Chapitre 1l — Imagerie du PFOB par IRM 4l : méthodologie

[11.1.2. Suppression du couplage : théorie

La molécule de PFOB comporte plusieurs couplagdse eses résonances. Ces
couplages sont visibles par une expérience COSYitnanat en particulier un couplage J entre
le CR; et un des CFsitué a -41 ppm (soit 11,5 kHz a 7 T, cf. Figutel) [Shukla 1995]
Les valeurs de ce couplage varie entre 10 et 14dim les auteufSirard 1994, Sotak
1993, Shukla 1995]il s’agit donc ici d'un couplage faible. En obgant de plus pres le pic
du CR;, on s’apercevra ainsi qu’il ne s’agit pas d’urgsilet, mais d’un triplet.

Copyright Shukla 1995

Figure Ill.1. Résultat d’'une expérience COSY 2D traont les couplages agissant entre les
différentes résonances du PFOB (a) avec un zoontesuassif des GHb). On retiendra en
particulier le couplage liant le CFa 0 ppm et le CFa -41 ppm, repéré par la lettré
(d’aprés [Shukla 1995]).

Comme annonceé au paragraphe 1.3, ce couplage vidienda décroissance du signal.
Une étude, celle de Babcock et al., s’est attaéhéeontrer sur d’autres PFC présentant
également des couplages scalaires que cette d&moes n'est plus exponentielle comme le
veut traditionnellement I'équation <I-10>, mais ggate une perte d’intensité trés rapide,
ainsi gqu’'une modulation du signal ponctuée de cetepl annulations lorsque le TE est un
multiple impair de 1/2J, si J désigne la constaleteouplag¢Babcock 1991] Il s’agit en fait
de la conséquence directe du couplage évoqué agrpphe 1.3, du fait de l'oscillation de
'opérateur densité entre deux modes de cohéreioce'un est non observable.

A premiére vue, ce phénomene limite fortementilidation de TE longs ou de
séquences multi-échos. Cependant, Babcock et ahtremd également que, dans une
séquence d’écho de spin, le couplage peut étrerisuppar un choix judicieux de la bande
passante des impulsions, ne comprenant pas laads®iouplée a la résonance d'intérét.
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Afin d’expliqguer comment intervient la suppressiau couplage, revenons a
'opérateur densité présenté au paragraphe l.3n3sdhaite imager les noyaux fluor du
groupement Cfdu PFOB. Pour cela, plagons-nous dans la situdfiom systéme de 2 spins
couplés | (appartenant ici au groupemeng)GH S (appartenant au groupement @41
ppm). On cherche donc dans le cas présent a obsers@gin |. Nous avions montré que, dans
le référentiel tournant et apres une impulsionci®e de 90° placant 'opérateur densité dans
I'état de cohérence,lce dernier oscillait entre 2 modes de cohéreneedl S, a la fréquence
J/2 (équation <I-34> et figure 111.2) :

p(t) =cos(rr )L + singz JN)2) S

2l,S; Spinl : CF,4
SpinS : CFy
3

Figure 1ll.2. Oscillation de l'opérateur densitg (fleches bleues) entre les modes de
cohérence,l et 21S,. On observe le spin | : aprés une impulsion de, p08st selon,l (1).
Sous l'effet du couplage g, évolue au cours du temps jusqu'a étre complétemiaens le
mode non observable,& (2 et 3). Le signal commence a réapparaitre loesgcontinue
d’évoluer et s’écarte de ce mode (4).

Plagons-nous dans la situation ou une impulsioh8®8 sélective (concrétement dont
la bande passante n’inclut que lesCBelon x survient a l'instant t=On a juste avant
limpulsion a t=1":

p(r7)=cos(m ™ )+ sinr I )2| S (1-1)

L’'impulsion de 180° selon x a pour conséquenceralestormer y en —y pour | mais n’agit
pas sur S. On a ainsi juste aprés I'impulsion :

p(r7)=cos(m ™ )| -sin(r I* )2} S (1-2)

Le systéme va ensuite évoluer en partant de |pgFtateédent pendant une nouvelle duréa
I'écho, I'expression de I'opérateur densité estédimpn <III-3>):
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p(2r)=cos(r ¥ ) cosr 3 )~ sing 3 )3 § -sim 7J|) cos(rJ1)8,~sin(TIr )|

Quelgues simplifications et formules de trigononegptus loin, au temps t=2 c’est-a-dire a
I'écho, on a:

p(2r)=1, (111-4)

Les effets du couplage sont donc supprimés a l'éehbopérateur densité est revenu a son
état initial L.

A l'inverse, si I'impulsion de 180° n'est pas s#lee (bande passante incluant lesCF
et le Ch a -41 ppm), la conséquence est de transformer yyepour | et pour S, et
I'expression juste apres I'impulsion est :

p(r")=cos(m* )+ sinGr I )2 S (11-5)

L’impulsion de 180° n’a donc pas d’effet sur I'optgur densité ! On en déduit aisément son
expression a I'écho :

p(2r)=cos(@r X )|+ sin(2r & )2) § (111-6)

Le couplage n’est pas supprimé a I'écho, et onrebg®ujours une oscillation de 'opérateur
densité entre les modes de cohérep@t 2|,S,. Plus généralement, on retrouve ici le résultat
de Babcock et al. : le signal présente une J-mtdaolaet s’annule lors du passage par le
mode antiphase &, c’est-a-dire lorsque le TE est un multiple impberl/2J.

On mesure ici I'importance de choisir soigneusenteebiinde passante des impulsions
de 180°. Supprimer le couplage a I'’écho est unrdaocavantage puisque I'on s’affranchit
d’'une décroissance rapide et de la modulation élélétu signal : il est possible dans ce cas de
tirer profit de la persistance du signal pour adopine stratégie multi-échos. Toutefois, ceci
n'a d’intérét que pour des composeés présentant gedativement longs.

En ce qui concerne le PFOB, il est difficile dedagi cette méthode serait appropriée
dans la mesure ou la littérature ne s’accorde paksaleur du 7du CR. En se placant a la
pression atmosphérique, les valeurs données cduwnegventail beaucoup plus large que ce
gue permettent les variations du champ magnétidiiséud’'une étude a l'autre. Ainsi,
Ozdemirel et al. annonce un de 435 ms a 1,5 T, sans précision sur la facohldanesure a
été effectuégOzdemirel 1992] Certaines études utilisent des impulsions sélestet un fit
suivant un modele exponentiel standard : c’estkede Girard et al., donnant une valeur de
1540 ms a 4,7 TGirard 1994], ou de Pisani et al., donnant une valeur de 32@ gt T
[Pisani 2008} D’autres études utilisent des impulsions nonctgles, et en conséquence un
fit sur un modele incluant une fonction cosinus mptanir compte de la J-modulation : par
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exemple, Sotak et al. annoncent wrd€ 147 ms a 1,5 [Sotak 1993]et pour Girard et al, on
trouve 490 ms a 4,7 [Girard 1994].

Ces divergences sont le résultat probable d’uneomm@issance ou d’une prise en
compte inappropriée des couplages agissant audedammolécule, et révelent un réel besoin
d’explorer les propriétés RMN du PFOB. C’est cauaiqqous nous sommes attachés dans la
suite, afin de pouvoir choisir une stratégie d’'asiion adaptée. Nous nous sommes pencheés
plus particulierement sur la faisabilité d’'une séaee multi échos de spin avec suppression
du couplage J.

I11.2. E XPLORATION DES PROPRIETES RMN bpu PFOB
[11.2.1. Mise en ceuvre expérimentale
11.2.1.1. Matériel

Les produits a I'étude dans ce qui suit sont raspoent le PFOB sous sa forme
pure (Fluorochem, Derbyshire, UK), ainsi que desocapsules de PFOB fournies par la
faculté de pharmacie de Chatenay-Malabry (Figurg)lICes derniéres sont composées d’'un
cceur de PFOB, encapsulé dans une coque faite dalpymere biocompatible et
biodégradable, le PLGA (Poly Lactic-co-Glycolic Aki Elles sont a usage potentiel comme
agent de contraste en ultrasonographie et en IRNMPRI{Pisani 2008] Leur synthése est
détaillée dans la littératufisani et al. 2006] Selon les auteurs, I'encapsulation du PFOB ne
modifie pas ses propriétés de relaxation. Ces ratioples sont diluées a 20 mg/mL dans
une matrice d’agarose pour éviter la sédimentdtos des acquisitions. Les deux fantdmes
sont saturés dair a la pression atmosphériquentérme utilisée est I'antenne téte de
diametre interne 2,6 cm présentée dans le préambule

PLGA — PFOB

180 nm

Figure II1.3. Schéma d’'une nanocapsule de PFOB.
[11.2.1.2. Protocoles

On s'intéresse en premier lieu aux effets de laodutation sur la décroissance du
signal du CE, ainsi qu’a la maniére de s’en affranchir. Poulacées spectres sont acquis via
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une séquence écho de spin sur le fantdme de PFORBagwmaleur du TE varie de 4 a 128 ms
par incrément de 4 ms. L'excitation est effectugeyme impulsion de 90° type sinus cardinal
non sélective, I'impulsion de refocalisation esalégnent un sinus cardinal centré sur lg,CF
dont la bande passante est fixée a 26 kHz, 12,5 &H3 kHz en dernier lieu. Ces bandes
passantes ont été choisies pour inclure respecativetoutes les résonances du spectre du
PFOB, le Cket le CEBr, et seulement le GF

En second lieu, on cherche a mesurer les tempslaeation du Ckdans le cas du
PFOB pur, ainsi que dans le cas des nanocaps@és.dst évalué a I'aide d’'une séquence de
spectroscopie comportant une impulsion carrée de80 sélective, avec un TR variable de
maniére a créer différentes saturations. Le sigsalmoyenné sur 64 acquisitions, avec 5
dummy scans préalables le temps que I'aimantatostabilise. L'estimation dujTest faite
en mesurant la hauteur du pic dus@Bur chaque saturation, et en ajustant ces dortades
Matlab par la méthode des moindres carrés, suptieha de repousse :

TR
en

My = Moy sind (11-6)
1-cogle ™

Ou M¢q désigne I'aimantation longitudinale atteinte ddtéstationnaire (c’est-a-dire apres les
dummy scans) &t désigne I'angle de bascule pour lequel le meilféwst obtenud~90°).

Le T, est évalué via une séquence multi échos de spiBSjMype CPMG,
comportant des impulsions hermitiennes de bandesapts 3 kHz pour assurer une
refocalisation sélective du GH.a bande passante d’acquisition est choisie égalkHz pour
exclure le CEBr et les CE. Pour le PFOB pur, les paramétres d’'imagerie snatmatrice de
64 X 64 pixels couvrant un champ de vue de 2685,6 mm2, avec une épaisseur de coupe
de 1 mm. Ces parameétres permettent de choisir utmifimum de 15,5 ms. Pour les
nanocapsules, une matrice dex332 pixels couvrant un champ de vue dex332 mm? est
choisie, avec une épaisseur de coupe de 8 mmp&ametres donnent un TE minimum de
10,5 ms.

Afin de tester une influence du TE sur lgedu CF, dix TE différents allant de 15,5
ms a 240 ms sont expérimentés pour le PFOB pumnjiefTE allant de 10,5 & 160 ms sont
expérimentés pour les nanocapsules. Le TR estafi#800 ms pour toutes les acquisitions.
Pour chaque écho, une image de la coupe est regibmset le signal est mesuré dans I'objet
d’intérét. Les impulsions de 180° étant sélectioessuppose le couplage J supprimé. Dans ce
cas, le modele de décroissance exponentielle glessist valide, et le signal de la coupe au

ieme < . R n.TE
n'°™® écho est proportionnel axp(-

). Les données sont ajustées sur ce modele par la
2

méthode des moindres carrés pour en dérives.|e€E mesures sont effectuées a température
ambiante (20°C) ainsi qu'a 37°C via une circulatdbeau chaude pour se placer dans des
conditions physiologiques.
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I11.2.2. Résultats

[11.2.2.1. Effet de la J-modulation sur le sigrl CF;

Bande passante du 180°
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Figure IIl.4. Spectres successifs acquis avec égeence d’échos de spin, ou TE varie de 4 a
128 ms par incrément de 4 ms. La bande passanténgaulsion de 180° détermine la
décroissance du signal du gRres rapide et montrant une J-modulation lorsqogtes les
résonances y sont comprises (a). Le signal esemettt persistant lorsque les £&n sont
exclus (b et c).
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Les spectres acquis en faisant varier le TE etdadé passante des 180° sont
représentés sur la figure Ill.4. On constate im@t@dnent une perte drastique de signal
lorsque la bande passante inclut toutes les résesaitu spectre, avec la décroissance tres
rapide et 'ondulation du signal, caractéristiqeela J-modulation (Figure Ill.4.a). Ces effets
peuvent étre évités en choisissant une bande passeciuant les GHFigure 111.4.b et .c).
Dans ce cas, le signal du £montre une persistance intéressante, et resté aléme pour
un TE de 128 ms (réduction du signal de ~30% seariém

[11.2.2.2. Mesure des temps de relaxation dy CF

Les résultats des fits sont trés satisfaisants fgouamesure du (6 donné par le fit
supérieur a 85°). Les valeurs trouvées sont indisa@@ns le Tableau Ill.1. On observe peu de
différence entre le PFOB et les nanocapsules, bigm le T soit plus élevé pour les
nanocapsules quelle que soit la température. L'angmtion de cette derniere induit up T
plus long dans les deux cas. A 20°C, on trouveésaltat pour les nanocapsules proche de
celui donné par Pisani et @Pisani 2008}

20°C 37°C
To(ms) TE(ms) F(ms) Ti(ms) TE(@ms) F(ms)
1254 +25 15,5 930+ 6 1656 + 40 15,5 1015 + 13
20 8805 20 965+ 11
40 715+4 40 795+ 13
60 600 £5 60 685+ 14
PFOB pur 80 500+ 6 80 595+ 11
100 460 £5 100 535+ 11
120 435+ 6 120 505+9
160 436 £ 6 160 500 + 17
200 455+ 5 200 515+ 15
240 430 £ 13 240 490 + 27
1305+27 10,5 775+ 31 1955+75 10,5 945 + 48
20 695 + 33 20 845 + 39
40 575+ 39 40 680 + 44
Nanocapsules 60 470 + 34 60 585+ 45
de PFOB 80 420 £ 31 80 495 + 44
100 400 + 36 100 465 + 39
120 370 £ 39 120 445 + 54
160 395 + 54 160 475 + 69

Tableau Ill.1. Temps de relaxation mesurés poUPHOB pur et les nanoparticules a 20 et
37°C. L’écart-type du Ta été calculé par une simulation de Monte-Carla. moyenne et
'écart-type des T ont été calculés sur les pixels de I'objet. Le hmmd'échos était
respectivement 60, 60, 30, 20, 15, 12, 10, 8,8pmur les TE de 15,5 (10,5), 20, 40, 60, 80,
100, 120, 160, 200 et 240 ms (voir figure suivante)
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Les résultats obtenus pour la mesure disdnt également indiqués dans le Tableau
[ll.1. Comme dans le cas du,Ton observe des valeurs proches entre le PFOR:plas
nanocapsules, le;es nanocapsules étant toutefois IégérementénféiPar ailleurs, comme
pour le T, 'augmentation de la température induit deplls longs.

Passées ces premiéres constatations, on remarguiedgale caractéristique de ces
résultats : le T varie avec le TE. Ainsi, pour des TE courts et7aC3 le T, atteint une
seconde. Il diminue progressivement avec l'augntiemalu TE jusqu’a se stabiliser autour
de la moitié de la valeur maximale (TE>120 ms).figarre II.5 illustre cette dépendance.
Nous essaierons de comprendre dans la suite heride la dépendance dwdu TE.
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Figure 111.5. (a) Décroissance du signal du €& 37°C dans le plan transverse (PFOB pur)
en fonction du temps pour les difféerents TE (lagtoes a TE = 200 et 240 ms ne sont pas
représentées pour une meilleure lisibilité de @ufe). Chaque point correspond au signal
acquis a I'echo. On constate la décroissance phside du signal a mesure que le TE
augmente. La figure (b) reprend les données d@lad (a) pour traduire la dépendance du
Toau TE.
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[11.2.3. Discussion
[11.2.3.1. Sur le choix de la bande passante dés 18

Il est maintenant établi que le couplage J conduitne réduction substantielle du
signal du CEk si dans une séquence d’écho de spin les impulsiend80° ne sont pas
sélectives et inversent également les.&achant que le signal s’annule lorsque le TRiest
multiple impair de 1/2J, nous avons pu évaluenaren 10 Hz la valeur du couplage liant le
Ck au Ck situé a -41 ppm (Figure lll.4.a). Cette valeurom®j celles que nous avons
trouvées dans la littérature (paragraphe 111.1.2).

En conclusion, il est donc important dans la sdéechoisir une bande passante pour
les 180° excluant les GFDans notre cas, les séquences comportent daesmjsade sélection
de coupe : en se supposant centré sur la fréquenCés, cela implique de choisir une bande
passante inférieure a la difféerence de fréquentre & CF et le Ck, couplé, soit inférieure a
11,5 kHz (en effet, les résonances sont étaléesoste la largeur de la bande passante
lorsqu’un gradient de sélection de coupe est apd)iq

[11.2.3.2. Sur l'origine physique de 'augmentatida T, a TE court

Les TE courts sont en général favorables dansdgesesnces MES : ils limitent les
pertes de signal dues a la diffusion des molécddes le champ magnétique ou dues aux
échanges chimiques. Toutefois, il serait hatif dacture que la réduction de ces effets est
responsable de I'augmentation dudbins le cas du PFOB. En effet, la diffusion du BeSt
lente, en particulier lorsqu’il est contenu dans danocapsules elles-mémes emprisonnées
dans un gel d’agarose. Le PFOB ne eptiori pas diffuser davantage que le diametre de la
nanocapsule (180 nm), ce qui exclut toute pertsigeal par ce phénomeéne. Par ailleurs,
'hypothése de la réduction des échanges chimigstségalement exclue : les liaisons
covalentes entre les atomes de carbone et de $latr effectivement connues pour leur
stabilité, et rendent improbables les échangesighes entre les atomes de fluor.

Une origine possible de l'augmentation du rEéside dans le phénoméne de spin-
locking pendant un train d'impulsions CPMG. Il cmte a maintenir I'aimantation le long de
'axe sur lequel 'impulsion de 180° est appliquéedans notre cas lorsque le TE décroit, il
pourrait rapprocher le;Tdu temps de relaxation spin réseau dans le repareant, appelé
T,. Afin de tester la présence d’un eéventuel spitkilog, des mesures de dnt éte réalisées
avec la séquence MES présentée dans les protgpalegraphe 111.2.1.2), la seule différence
étant que le train CMPG a été modifié pour devanitrain CPFH (Carr-Purcell-Freeman-
Hill), ou les 180° sont appliquées alternativemeaton y et —y. Cette séquence permet
d’éviter le spin-lockingSantyr 1988] Toutefois, aucune différence n'a été constakée T,
étant semblables a ceux trouvées précédemment ifférents TE, I'hypothese du spin-
locking a été exclue.

Nous fournissons ici I'explication que les vaais du | sont dues a un mécanisme
d’origine quantique. Revenons une nouvelle foigthenopérateur densipéoscillant entre les
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modes de cohérencedt 2|,S, (équation <I-34>). Chacun de ces modes a sa prefaeivité

1 . I
R,=—, que nous nommerons dans la suitdrRet R(2lyS,). Quand l'oscillation entre ces
2

modes est libre, c’est-a-dire en I'absence d’éahnal’onpulsion de 180° sélective, ou quand

le TE est long comparé a 1/2J (noté™Ep passe autant de temps dans chaque mode. Dans
ce cas, la relaxivité apparente est la moyennéraétique des relaxivités de chacun des
modes :

RATE" F2(R (L )*R.,8,) (1-7)

A l'inverse, lorsqu’une impulsion de 180° inversdestivement le spin | et que le TE
est court, en particulier TE << 1/2Js’éloigne peu de I'état de cohérengéla projection de

p sur 2|S; est inférieure ou égales‘in(nJT—zE )). Lorsque le TE est tres court (noté JEon

peut alors approximer la relaxivité apparente paelaxivité dey:

R(TE" )=R () (I11-8)

A TE long, nous avons mesuré pour le PFOB pur ydeTl’ordre de 500 ms, ce qui
implique R(TE)=2 Hz. Nous ne disposons pas de la valeur gg)Rmais cette derniére
peut étre estimée en fonction des résultats deatite obtenus : une valeur raisonnable est
comprise entre le ;Tmesuré le plus long (1015 ms) et le (I650 ms). Par conséquent, on
a 0,6 Hz < KX(lx) < 1 Hz, et dans ce cas, la valeur théorique gduTmode de cohérence 3l
est tiree de I'équation <IlI-7> : 280 ms $(Z1,S;) < 330 ms.

Nous avons voulu confirmer cette estimation enursed directement 5(21,S;). Cet
état est non observable, mais une solution pouvojr aaccés consiste a rajouter dans la
séquence MES un délai 1/2J = 50 ms avant le ttaahds, et le méme délai avant la derniere
impulsion de 180°. On permet ainsi a I'opératpui’évoluer complétement dans le mode
21,S, grace au délai de 50 ms, puis de le garder « Blecautour de ce mode pendant le train
CPMG. Le second délai de 50 ms permet un retoumade observable,,l et donc de
récupérer un signal seulement sur le dernier écleapérience est donc menée avec TE =
15,5 ms et 6 nombres d’échos différents : 3, 9,285,33 et 45. Nous disposons donc de 6
points définissant la décroissance dg2let comme precédemment ces données sont ajustées
sur le modeéle de décroissance exponentielle clasgif. Figure 111.6.a). Nous obtenons alors
T2(21yS,) = 299 * 17 ms. Ce résultat est cohérent avetehualle prédit plus haut et confirme
notre hypothese sur I'origine du phénomeéne : urcdiliit permet de rester proche du mode de
cohérence «long »,ltandis qu’'un TE plus long implique une évolutimmyenne entre le
mode «long »,l et le mode « court » &, (cf. Figure I1.6.b). La différence de relaxivité
entre ces deux modes est attribuable au fait qusgue des mécanismes autres que
l'interaction dipble-dipble entre | et S contribiénla relaxation (par exemple I'anisotropie de
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déplacement chimique dans le cas du PFOB), lesnisioas de relaxation s’ajoutent, d’ou
une relaxivité supérieure pour le modg2l
&
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Figure II1.6. (a) Atténuation de signal en fonctida délai inter-impulsion TE, a 37°C pour le

PFOB pur lorsque le systeme de spin évolue auteutadcohérence 2%, Les données

expérimentales sont données par les cercles videsnjages obtenues figurent au dessus de

chaque point), les barres d’erreur représentent éearts-types calculés sur les pixels de

I'objet, la courbe correspond au meilleur fit bamdr le modéle de décroissance exponentielle
n.TE

classique enexp(— ). (b) Evolution de l'opérateur densité (représentr pa fleche

2
bleue), oscillant entre les cohérenceset 2,S. Dans le cas d'un TE court, I'opérateur
densité s’écarte peu de la cohérengeAu temps=TE/2, I'impulsion de 180° inverse les
spins : ces derniers restent « bloqués » autouladmhérence,| ayant la relaxivité la plus
faible.
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Grace aux résultats évoqueés, nous disposons anprésnformations cruciales pour
paramétrer une séquence MES adaptée a I'imager=@B. En choisissant soigneusement
une bande passante sélective pour les impulsio@i8@feainsi qu’'un TE court, nous avons pu
mesurer un 7 dépassant la seconde pour lesCEette particularité est bien entendu une
aubaine pour faire de I'imagerie MES, et nous neamployons a I'exploiter dans la partie
suivante.

[11.3. IMAGERIE DU PFOB : EVALUATION DE LA SEQUENCE MES
[11.3.1. Simulations numériques

Nous avons indiqué au chapitre | qu'il était gérament favorable de travailler a TR
court pour obtenir le RSB le plus éleve. Toutefomys souhaitons ici exploiter le trés long T
du PFOB dans une séquence MES. Afin d’éviter unnté&ment sur le paramétrage de cette
séquence, des simulations ont été faites pouruedi@ combinaison du nombre d’éclm®t
du TR a choisir pour maximiser le RSB. Ces sinuihet ont été faites sous Matlab via un
programme principal calculant une sensibilité ndiséa par la racine carrée du TR sur un
grand nombre de combinaisagdTR, n. étant compris entre 1 et 63 (hombre maximal d’écho
permis par la machine) et TR étant compris entreets9500 ms (incrément 25 ms). Cette
sensibilité est calculée comme la somme des sigdang le plan transverse a chaque écho.
Le programme principal fait appel a des programraeeexes permettant de calculer
'évolution des aimantations longitudinale et traarse en fonction des impulsions
intervenant dans la séquence, d’évaluer I'aimasralongitudinale a I'état stationnaire, et
d’en tirer I'angle de bascule optimal pour obtdiaiimantation la plus importante dans le plan
transverse.

Le TE est choisi le plus court possible, soit 155 (cf. partie 111.2.1.2). Pour la
simulation, le T et le T, sont indiqués égal a 1250 et 930 ms respectivernenformément
aux résultats du paragraphe I11.2.2.2. La sengbiibrmalisée optimale est obtenue pour un
nombre d’échos de 59 et un TR de 2675 ms, poumgieae bascule optimal de 92°. La
figure 1ll.7.a illustre les résultats pour les diéntes combinaisons, et indique que le
maximum de signal est obtenu pour un grand noml&ehds et pour un TR Iégérement
supérieur a la médiane des valeurs testées. Aelgey des approches a TR court donnent un
faible signal.

Nous avons choisi de modifier |égerement les pan@méptimaux donnés par la
simulation. En effet, ces parameétres laissent Uai déort de 1760 ms apres le train d’échos
(de durée 914,5 ms si on choisit 59 échos sépard$,® ms), permettant I'acquisition d’une
seule coupe supplémentaire. Nous avons jugé w@ilaltbnger le TR afin de pouvoir réaliser
davantage de coupes. Grace aux résultats de & fijir, nous avons observé qu’un train de
60 échos et un TR de 4000 ms ne conduisait qu'gparte de signal de 5% par rapport au
signal maximum. Ce paramétrage permet I'acquisitterd coupes dans I'échantillon avec
une perte de sensibilité mineure. Par ailleursn(eis aurons I'occasion d’en reparler aux
prochains chapitres), si les tests que nous réalipour évaluer notre séquengevitro sont
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faits dans la partie suivante a 20°C et sous pmesgimosphérique, il n’en sera pas de méme
lors du passage kin vivo. Du fait de 'augmentation de la température etosu d'une
oxygénation plus faible dans les tissus, jesé trouve rallongé ¢T> 2000 ms), et un TR plus
long, permettant une repousse plus importanteaii@dntation longitudinale, nous sera donc
favorable. Nous avons donc décidé de conseneaninaisoms/TR = 60/4000 ms.
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Figure IIl.7. (a) Simulation de la sensibilité noamiisée obtenue pour les différentes
combinaisons #iTR, avec les temps de relaxation trouvés a 20&Czdne bleue sombre en
bas correspond aux combinaisongTiR impossibles (durée du train d’échos supérieaure
TR) (b) Evolution de I'aimantation Mpour la combinaison choisie 60 échos/4000 ms, avec
détail de son oscillation pendant le train d’échos.

[11.3.2. Mise en ceuvre expérimentale

La qualité de la séquence MES est évaluée suntérfee de PFOB pur a 20°C. Les
parametres d’'imagerie données au paragraphe Ill.p@&ur la mesure du,Bont conservés,
en accord avec les résultats de la simulation dragpaphe précédent: impulsions
hermitiennes de bande passante 3 kHz, bande pasbaatuisition 5 kHz, TR = 4 s, champ
de vue 25,6x 25,6 mmz2, matrice 6% 64 pixels, épaisseur de coupe 1 mm. Le TE le plus
court permis par ces parametres est de 15,5 meprdormément a l'argumentation du
paragraphe précédent, on choisit 60 échos (Fidud. |

Les images sont reconstruites via Matlab en faisaabmme complexe des 60 échos
acquis (afin de limiter le niveau de bruit, ce derm’augmente qu’en racine carré du nombre
d’échos, cf. chapitre I). Le RSB est ensuite mesugé le module de l'image obtenue
conformément a I'équation <I-50>, en prenant lenaignoyen sur les pixels de I'objet et le
bruit dans les coins de I'image.
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TR = 4000 ms
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Figure 111.8. Chronogramme de la séquence MES apém pour l'imagerie du Gfdu
PFOB. Le chronogramme complet comprend 60 impwusiten180°, de bande passante {BP
3 kHz afin de n’inverser que le gFet espacées de 15,5 ms pour bénéficier dauanf. Par
ailleurs, la bande passante d’acquisition faible 5l&Hz permet d’acquérir le signal sur une
durée d’environ 12 ms, soit 80% du TE (ax& G

Afin d’établir une comparaison avec des méthodaditionnelles d’imagerie, trois
autres sequences sont testées. On choisit pouarclBelle le méme champ de vue, la méme
résolution et la méme épaisseur de coupe que padéguence MES. La premiére consiste en
une séquence d'écho de gradient, de bande pasBaotgiisition 5 kHz pour n’observer que
le CR;. Afin de dresser une comparaison avec une stradégte et TR court, on choisit un TE
de 15,5 ms et un TR de 25,5 ms. L'angle de basteilla séquence est choisi égal a 11,5°
conformément a I'équation <I-48>.

La deuxiéeme séquence est une séquence CSI contpdasrimpulsions de bande
passante 26 kHz et une bande passante d’acquisitoBO kHz afin d’inclure toutes les
résonances du PFOB. On choisit un TE de 1,9 ma1€fRide 141 ms. Les images sont
reconstruites a partir de la matrice de spectrgsisg, en intégrant sur chague résonance puis
en sommant ces intégrales, afin d’obtenir de siglaals chaque pixel. Différentes bornes
d’intégration sont testées et les meilleures seténues pour sommer le moins de bruit
possible et obtenir ainsi le RSB le plus élevé.

La troisieme et derniere séquence est une séqldeneEISP (pour True Fast Imaging
with Steady State Precession). La séquence TrueddBShe séquence d’écho de gradient qui
utilise une inversion du gradient de phase apasplication du gradient de lecture, afin de
rephaser I'aimantation transverse résiduelle etid@nrenforcer par écho stimulé. On choisit
pour cette séquence TE=7 ms et TR=14 ms, une h@awdante de 5 kHz pour les impulsions
et une bande passante d’acquisition de 6 kHz.
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Le nombre d’acquisitions est ajusté de maniére t@nibdes temps d’acquisition
proches (~10 minutes). Afin de chiffrer précisémintsensibilité de chaque méthode en
pumolt.min™?, on applique la formule <I-60> (om désignera dans la suite la quantité de
matiere en umol de PFOB) :

SN= RSB
n,T

acq

111.3.3. Résultats

Les 60 échos acquis avec la séquence MES sonugsligjgure 111.9.a, et leur somme
Figure 111.9.b. On observe un excellent signallsgréchos individuels, y compris les derniers.
La sensibilité mesurée est en conséquence él@réebtient 530 pmadtmin*2

La figure 111.10 regroupe les quatre séquence®ésstLes sensibilités des séquences
d’écho de gradient, CSI et FISP s'élévent respestant & 150, 95 et 550 pritohin™2 Si
les sensibilités des séquences écho de gradi@8late représentent respectivement que 28%
et 18% de la sensibilité de la séquence MES, ibeip également que la séquence FISP
fournit de tres bons résultats et « concurrenae séuence MES. Nous discutons au point

suivant les forces et surtout les faiblesses dgudhanéthode afin d’opérer un choix.

a b

Figure 111.9. Les 60 échos obtenus avec la séqudiES (a) et I'image résultante aprés
somme des 60 échos (b).
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®x10

Figure 111.10. Images obtenues sur un fantbme d©BFpur par la séquence MES (a), la
séquence CSI (b), la séquence d’écho de gradiérdt (@ séquence TrueFISP (d), pour un
temps d’acquisition d’environ 10 minutes pour chaguéthode. Les images MES et FISP se
distinguent par leur signal élevé dans I'objet,tagtent supérieur a ceux des images CSI et
echo de gradient (cf. échelle de signal a droite)

[11.3.4. Discussion
[11.3.4.1. Sur la comparaison MES/FISP

Les séquences MES et TrueFISP fournissent tousedelex d’excellentes sensibilités
sur un fantdbme de PFOB homogene. Gardons a I'asfaiimoins que le but de la séquence
sera I'imagerie d’agents de contrasterivo. Il peut donc s’avérer utile de tester la robusges
de l'une et l'autre méthode vis-a-vis de pertuidnadi rencontrées au sein d’'un étre vivant
(mouvements physiologiques, inhomogénéités de chmagmétique...).

Pour cela, un capillaire vide est inséré dans mdfae de PFOB afin de perturber
localement le champ magnétique. Les séquencesnpares comme précédemment, sont
tour & tour acquises (temps d’acquisition 3 minutdprés reconstruction, on constate une
différence majeure entre les images MES et TrueFIl@Pseconde présente un artefact de
susceptibilité magnétique sévere (Figure lll.1-Juisant une division par 2 du RSB. Cette
différence est imputable au caractére écho de dpila séquence MES, moins sensible aux
inhomogénéités de champ magnétique qu’'une séqudigmdo de gradient comme la
TrueFISP.
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d
Figure IIl.11. Image MES (a) et TrueFISP (b) dutfame de PFOB comprenant le capillaire
vide. La qualité de I'image MES ou le capillairepapait simplement en noir contraste avec
celle de I'image TrueFISP, trés artefactée du dai'inhomogénéité de champ magnétique.

Notre séquence MES semble donc plus appropriéeljpmageriein vivo: outre son
excellente sensibilité, elle parait robuste, e skmc la méthode de choix a utiliser pour les
études sur petit animal.

[11.3.4.2. Sur la sensibilité de la séquence MES

Afin d’obtenir le RSB le plus élevé possible, n@y®ns montré au chapitre | qu’il est
en général profitable de limiter le nombre d’écldasmis une séquence et de choisir un TR
court. Ceci prévaut pour des composeés dont,lest tres inférieur au;J comme I'eau par
exemple (cf. hypothéses dans le cas de l'angle @atEéquations <I-48> et <I-59>).
Cependant, cette méthode n’est pas intéressanddedaas du PFOB, qui dispose d'unties
long lorsque le TE est court. Nous avons décid&piieter cette particularité et les résultats
sont sans équivoque : parmi les quatre méthodégetgsun long train d’échos est plus
efficace en terme de sensibilité que des petittearaj des approches a TE et TR courts. Si la
séquence TrueFISP fait exception, elle a di éteetée en raison de son manque de
robustesse.

Les simulations effectuées au paragraphe Ill.3udsrmant permis de paramétrer notre
séquence MES de facon a obtenir une excellentebdéés Le TR optimal donné par ces
simulations était certes plus court, mais le févdir choisi un TR de 4 s nous apporte un
atout supplémentaire par rapport aux autre séqadnastees : le délai mort de ~3 ms suivant
le train d’échos (930 ms) pouvant étre exploitérdaire de I'imagerie multi-coupes, jusqu’a
un nombre total de quatre (cet avantage est dladlleatilisé au chapitre suivant), et ce sans
perte de sensibilité. A l'inverse, les autres séqas testées ne laissent aucun délai mort, ce
qui signifie que I'acquisition de coupes suppléragnt résulterait en une perte de sensibilité
équivalente a la racine carré du nombre de couppsses.
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[11.4. CONCLUSION

Ce chapitre a permis de mettre en avant les difisuiées a I'imagerie du PFOB et de
proposer une méthode inédite adaptée a ses cdesraiNous disposons a présent d'une
meilleure connaissance des propriétés RMN du PR Bar voie de conséquence, d’'une
séquence prometteuse pour I'imagedrievivo d’émulsions ou de nanocapsules. Il est par
ailleurs envisageable que cette séquence soitcappdi a d’autres PFC. La plupart sont en
effet sujets a des couplages, et il est possibdecgutains possedent des modes de relaxation
semblables a ceux du PFOB.

Supprimer le couplage J en n’inversant que le pi€&, et choisir un TE court pour
obtenir un T long, le tout dans une séquence MES : notre gimtgst établie et fournit une
excellente sensibilitén vitro. Nous arrivons maintenant & une autre étape agignein vivo.
Comme évoqué précédemment, le PFOB ne peut éaeténpur, les agents de contraste que
nous utilisons dans la suite sont donc plus faibleinconcentrés. D’autre part, ces agents de
contraste sont injectés par voie intraveineuseajoeic « dilués » dans I'organisme, ce qui
conduit & des concentrations trés basses en PFDBdétester la qualité de notre séquence
MES et d’anticiper I'usage d’agents de contrastdési pour I'angiogenese tumorale, une
premiere étude a consisté a réaliser des mesurbmdistribution et d’oxygénation dans le
foie et la rate de souris.

Un article sur la séquence MES a été publié en 28di@s la revueMagnetic
Resonance in Medicingn annexe). Par ailleurs, les points évoqués darchapitre ont fait
'objet d’'un oral a TESMRMB en 2009 (Antalya, Tur), et d’'un poster a I'lISMRM en
2010 (Stockholm, Suede).
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Nous disposons a présent d’'une méthode adaptéragérie du PFOB. Ce chapitre a
deux objectifs principaux :

i) en premier lieu tester les performances de na@geience MES par des mesures
d’oxymeétrie faites dans le foie et la rate de soayiant recu une émulsion de PFOB

i) ces résultats établis, évaluer de maniere dynamaybiodistribution des émulsions
afin d’anticiper leur cinétique lorsqu’il s’agira&dnettre en évidence I'angiogenese tumorale

Nous présenterons séparément le contexte etdeiats de chacun des deux points
evoqués. Des explications étant a fournir sur fgglications de notre séquence a la fois en
oxymeétrie et en biodistribution, une discussion pame suivra.

IV.1. INJECTION D' UNE EMULSION DE PFOB CHEZ LA SOURIS : OXYMETRIE DANS LE
FOIE ET LA RATE

IV.1.1. Contexte

Une application classique des émulsions de PFC lah#érature consiste en des
mesures d’'oxymétrie dans le foie et la rate. Cesunes sont facilitées par 'accumulation des
nanoparticules dans les deux organes, absorbéesdgmrcellules métaboliques, les
hépatocytes, et des cellules immunitaires, les ophierges. Nous avons vu par ailleurs que la
relaxivité R des PFC présentait une dépendance directe a $&sigmed’oxygéene poO
(équation <II-1>).

Les études répertoriées dans la littérature utilisies injections répétées d’émulsion
chez le petit animal, saturant le foie et la raten@noparticules de maniére a obtenir des RSB
élevés permettant des mesures a la fois rapideséetses[Bornert 1993, Barker 1994,
Holland 1993] Outre linjection de quantités élevées d’agentdetraste (jusqu’a 55 mL/kg
au total chez le rat répartis sur 3 jours p@drnet 1993), cette fagon de procéder implique
de patienter plusieurs jours avant de pouvoir séalia mesure. Le foie et la rate étant des
organes trés vascularisés, il faut en effet atiemadisparition des nanoparticules du milieu
sanguin, qui peut s’avérer sinon comme une soureesidnal biaisant les résultats
('oxygénation du sang étant différente de I'oxygon du parenchyme hépatosplénique).

Notre protocole expérimental varie par rapportaétedes : nous essayons de réaliser
des mesures d’'oxygene dans le foie et la rate aprésnjection unique d’'une émulsion de
PFOB, et seulement quelques heures apres injection.

IV.1.2. Protocole expérimental

IV.1.2.1. Emulsion de PFOB, animaux et anesthésie

L’émulsion de PFOB, synthétisée par Guerbet, contpr20% en masse de PFOB
correspondant a une concentration de 20 nM en manoges. Les particules, de taille

environ 180 nm, sont par ailleurs greffées de PBG02(Poly Ethylene Glycol de masse
molaire ~2000 g/mol, 5% en concentration dans $epeasent), leur permettant une meilleure
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furtivité vis-a-vis du systeme immunitaire (voirtdiés au paragraphe IV.2). Les propriétés de
relaxation de ces nanoparticules sont prochesliedie PFOB.

Les animaux utilisés sont des souris males typeigssS» (souris blanches, provenance
Janvier, France), de masse 30 a 35 grammes. Ce®rdsrrecoivent avant imagerie une
injection intrapéritonéale (IP) d’'un mélange kétaailomitor, permettant une anesthésie
d’environ 3 heures. Pendant I'expérience, leur tnapire corporelle est maintenue autour de
37°C grace a un systeme insufflant de I'air chaas®evi en température.

IV.1.2.2. Imagerie

Les mesures d’oxygéne sont réalisées sur deuxssdtmviron quatre heures avant
imagerie, les animaux recoivent lentement (~60 [whym300 pL de I'émulsion de PFOB
présentée au paragraphe précédent par une des deiteequeue.

Les souris sont ensuite placées dans I'antenne @ntfer (diameétre 3,2 cm) présentée
dans le préambule, dont I'accord est ajusté, et daquelle est également insérée une
référence d’émulsion (~30 pL) utilisée pour la lmation du signal. Une image anatomique
'H est tout d’abord acquise avec une séquence cuulfles multi-échos, paramétrée comme
suit: TE =8 ms, TR = 2500 ms, 12 échos, 20 cogpesnales d’épaisseur 1 mm, champ de
vue de40 x 60 mmz2 couvert par une matrice 96128 pixels.

Avant d’acquérir les images servant aux mesuregydieétrie, des images préalables
ont été acquises afin de vérifier que le signalsdanfoie et la rate avait atteint un plateau,
cette précaution évitant d’introduire un biais ddasmesure du I Ces images ont été
acquises avec notre séquence MES, ou les paramsaivesits ont été choisis : TE = 10,5 ms,
TR = 3000 ms, 60 échos, champ de ¥Qe& 60 mm2 couvert par une matrice 3232 pixels.
Une coupe coronale unique d’épaisseur 5 mm a déttibhnée au centre de I'animal,
comprenant le foie, la rate et la référence d’éranls

La méme séquence est ensuite acquise en faisdet \@TR de maniére a créer
différentes saturations. Sept valeurs de TR samis@s : 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000
et 10000 ms. Le signal est moyenné sur deux atigmsj ce qui conduit a un temps
d’acquisition totale pour la série de 25,5 minutes.

Les images sont ensuite reconstruites avec Matfale signal brut est mesuré dans
chaque pixel du foie, de la rate et de la référeémulsion. Un T moyen sur les pixels est
mesuré en fittant par la méthode des moindrességsecourbes expérimentales obtenues sur
le modele de repousse de I'aimantation donnée’@audtion <IlI-6>. La pQ moyenne est
finalement évaluée en utilisant I'équation <II-1> :

R1=Ro+k.p02

Cette formule est applicable & tous les PFC, e$ tanas du PFOB, on a+9,29 §,
et k=2,28.1C¢ s*.mmHg". Ces valeurs ont été mesurées par Shukla et7al. &t & 37°C sur
I'émulsion Oxygent™ [Shukla 1995] Comme précisé au chapitre Il, I'émulsification ne
modifie pas les propriétés de relaxation du PFQBnaeis avons donc considéré que ces
valeurs étaient valides pour notre étude.
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IV.1.2. Résultats

Les souris présentent un RSB élevé dans le foie mtte 4 heures aprés injection de
I’émulsion, en moyenne 45 dans le foie et 120 damate pour TR = 3000 ms, soit un temps
d’acquisition de 3 minutes. Grace a ces valeursééle les valeurs de;Tont pu étre
facilement mesurées et les valeurs de p@duites. Ces résultats sont regroupés dans le
tableau IV.1. On constate des valeurs semblablas @aréférence d’émulsion, cohérentes
avec la pQ@ de I'atmosphére (160 mmHg, soit 21 % de la presaimosphérique). Bien que
les valeurs ne difféerent pas de facon significatike fait d’inhomogénéités au sein des
organes, la p@montre une tendance a étre plus élevée danslguatdans le foie. Une carte
de pQ, masquée pour une meilleure lisibilité, illustes @ésultats pour une des deux souris a
la figure 1V.1.a, et est accompagnée de I'histognendes valeurs correspondant a la figure
IV.1.b. Des exemples de courbes de repousse dralfgation ayant servi a calculer lg T
dans des pixels donnés sont représentes figurecl\Oh remarquera le faible niveau de bruit
et la précision des mesures.
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Figure IV.1. (a) Carte de pression partielle d'ogyg d’'une souris montrant le foie (F), la
rate (R) et la référence d’émulsion (Re), avecdim anatomiquéH correspondante pour
I'orientation (le foie et la rate sont délimités pnintillés). (b) Histogramme de la carte pO
précédente. (c) Courbes de repousse du signal aiapsxel du foie (fleche 1) et dans un pixel
de la rate (fleche 2), illustrant I'excellente pigion de nos mesures. Le temps de repousse
correspond au TR duquel est soustrait la duréeaun t’échos (630 ms).
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Souris 1 Souris 2
PO, PO,
Ti(ms)  (mmHg) % Rim Ti(ms) (mmHg) % pim
Foie 2694+135 37+14 5+2 Foie 24324185 55+16 7+2
Rate 2245220 7019 9+3 Rate 2131+120 79+11 10+1
Référence 1565+112 153+21 20+3| Référence 1560152 154410 20+1

Tableau IV.1. Valeurs de; Bt de pQ obtenues apreés fit et déduction de I'équation -6tH
(moyenne * écart-type). La moyenne et I'écart-tygmat calculés pour chaque cas sur
'ensemble des pixels du foie, de la rate ou deéf@rence d’émulsion.  p, désigne le
pourcentage de la pression atmosphérique (760 mmHg)

IV.2. INJECTIONS D’'EMULSIONS DE PFOB CHEZ LA SOURIS : BIODISTRIBUTION
DYNAMIQUE

IV.2.1. Contexte

Nous savons qu’apres injection intraveineuse, lécamismes de limmunité se
mettent en marche dans l'organisme pour capter nesoparticules d’émulsion,
principalement dans le foie et la rate. Ainsi, kmivie des émulsions dans le sang est
généralement de quelgues heures, mais reste Btenitdiée a la taille des nanoparticules
ainsi qu’au volume injecté. Keipert et al. montrgatr exemple chez le rat que pour une
injection d’émulsion de PFOB de 3 mL/kg, la denme-ganguine de particules de taille 630
nm est d’environ une heure, tandis que pour deicpkes de taille 120 nM, elle dépasse 6
heures[Keipert 1994] L'IRM du *°F ainsi que la tomographie & rayons X indiquent par
ailleurs que les émulsions de PFOB peuvent metirévadence I'espace vasculaire pendant
plusieurs heuresRatney 1987, Harned 1995, Mattrey 1984{ le foie et la rate pendant
plusieurs jours[Barker 1994, Mattrey 1982)voire plusieurs semaines lorsqu’elles sont
injectées a haute dopéoung 1981].

Néanmoins, aucune mesure quantitative n'a jamaisrédlisée dans les minutes
suivant l'injection. Ces données sont pourtant prifrales lorsque I'émulsion est injectée
pour agir sur une cible particuliere, et préciséngams notre cas lorsque les particules auront
vocation a se lier a l'intégrine,; pour la détection de I'angiogenese tumorale. Loatison
des nanoparticules par le foie et la rate deviansae cas problématique puisqu’en réduisant
la concentration en agent de contraste dans le sagéduit les chances de liaison entre les
particules et la cible.

Il existe heureusement certaines méthodes poutelitiabsorption des particules par
le foie et la rate, et la plus commune consisteeifer du PEG a leur surfag®wens 2006]

Il s’agit d’'un polymere biocompatible et biodégrataqui rend les particules furtives vis-a-
vis du systeme immunitaire. Une fois dans le sdeg,particules rencontrent en effet des
opsonines, protéines ayant vocation a se lier a aa$genes pour permettre une
reconnaissance rapide par les macrophages. Lolegiparticules sont greffées de PEG a leur
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surface, les opsonines ne peuvent se fixer a leface, et la reconnaissance des particules
par le systéme immunitaire se trouve ralentie.

Nous réalisons ici une étude de biodistribution agique d’émulsions de PFOB
aussitbt apres injection. Nous utilisons des érmnsicontenant des quantités de PEG
différentes afin d’évaluer leur furtivité et qudigr la cinétique d’absorption des particules
par le foie et la rate. Cette étude constitue égate un autre test de notre séquence MES
dans un contexte de faible concentration en émuftiorée.

IV.1.2. Protocole expérimental

Trois émulsions différentes sont testées, ellespcenment respectivement 0, 5 et 50%
de PEG 2000 en concentration, et toujours 20% essende PFOB. Trois souris sont injectées
pour chaque quantité de PEG, soit un total de mseufis. Ces derniéres sont anesthésiées
selon le protocole du paragraphe IV.1. Un cathégtrintroduit dans une des veines de la
gueue, et les animaux sont placés dans I'antenmes @ntier avec la référence d’émulsion.
Une image anatomiqué est acquise comme décrit précédemment. Les amimegwivent
ensuite un bolus de 200 pL d’émulsion de PFOB gé&dceathéter implanté. Aussitét apres,
les acquisition$®F sont lancées avec notre séquence MES. Les paesmodisis sont TE =
10,5 ms, TR = 3000 ms, 60 échos, un champ de4gue 60 mm2 couvert par une matrice
32 x 32 pixels. Le délai mort suivant le train d’échass eette fois-ci exploité pour acquérir 4
coupes coronales d’épaisseur 5 mm, permettantueictanimal du ventre jusqu’au dos. La
séquence est moyennée 4 fois, conduisant a un tédiapguisition de 6 min 30. Une image
est acquise toutes les 7 minutes, pour un tempsjuisition total de 84 minutes.

Les images sont ensuite reconstruites commeyugdpréecédemment. Le signal
(somme complexe sur les pixels) est mesuré ddoglet la rate pour chaque pas de temps et
comparé au signal dans la référence d’émulsion potirer les concentrations. Le &tant
plus élevé dans les organes que dans la référédomuldion (voir partie précédente), la
repousse n’est pas identique dans les deux cas. d@iférence est donc prise en compte pour
corriger les valeurs de concentration. Les donséatfinalement ajustées par la méthode des
moindres carrés sur un modele pharmacocinétiquerigong qui décrit I'accumulation des
nanoparticules dans les organes aprés une injanti@veineus¢Fan 2004] :

C(t)=C.(1-€") (IV-1)

ou C(t) désigne la concentration en nanoparticules dangdie au temps t (exprimée dans la
suite en nM),C,, est la concentration finale (nM) ktdésigne la constante d’accumulation
(min™). Le fit permet d’avoir accés aux constarfesetk.

Les acquisitions étant réalisées pour des corat@nis initialement faibles dans les
organes, les erreurs de mesure ont été évaluéetesuionnées individuelles par une
simulation de Monte-Carlo (SMC). Cette simulatiammsiste a recalculer les constarfieset
k apres avoir introduit un bruit aléatoire, dontlé-type est celui de la différence entre les
données réelles et la courbe correspondant auemeidjustement. Elle permet ainsi de
donner une incertitude pour les valeurs mesurees.

-83 -



Chapitre IV — Imagerie d’émulsions de PFOB : oxymeébiodistribution et sensibilité vivo

IV.2.2. Résultats

Les souris injectées présentent toutes un sigRatlans le foie et dans la rate. Pour
quatre d’entre elles, on observe également un lstdfau niveau de la colonne vertébrale. Ce
signal émane probablement de la moelle osseuse, @it cellules immunitaires.

Le signal est visible dans les organes des laiprenmage quelle que soit la coupe, et
on constate son augmentation progressive au fiadgsisitions. La figure IV.2.a traduit cette
augmentation en image pour un animal et la fig42.b est la courbe de concentration
correspondante. Selon les animaux, le RSB a laie@deracquisition (t=84 min) est mesuré
entre 10 et 25 dans le foie et entre 20 et 60 Barate. Les résultats des constamktesC.,
estimées par le fit sur le modéle de I'équation-4B/ ainsi que la marge d’erreur évaluée par
la SMC sont présentées dans le tableau IV.2.

En parcourant ces valeurs, on constate que la meydek est toujours plus élevée
dans le foie que dans la rate, et, comme on pguatgendre, que cette moyenne diminue
lorsque la quantité de PEG dans I'émulsion inje@@égmente. On note toutefois que les
ecarts-types finaux sont élevés (derniere colondige), du fait de la grande variabilité des
valeurs d’'une souris a l'autre pour une méme qtéacke PEG. Notons également que les
SMC donnent des valeurs nettement plus faibleguceefléte une précision de mesure tout a
fait satisfaisante.

Ces remarques sont valables également concerresiimation desC,, avec des
écarts-types finaux élevés du fait de la variabilitter-animale, mais des erreurs de mesure
basses données par les SMC. Dans ce cas, l'augioent®e la quantité de PEG dans
I’émulsion semble conduire a des concentratioralds plus importantes dans les organes, a
I'exception du foie pour I'émulsion a 50% de PEGr Rilleurs, a I'exception de deux souris
ayant recu I'emulsion a 5% de PEG, la concentraibnnanoparticules est toujours plus
élevée dans la rate que dans le foie.
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Figure 1V.2. (a) Evolution du signafF en fonction du temps dans le foie et la rate €'un
souris injectée par I'émulsion de PFOB contenarfoSfle PEG. Les coupes vont du ventre
(1) jusqu'au dos (4). Le point blanc observé surctaupe 1 correspond a la référence
d’émulsion placée dans I'antenne pour la calibratidu signal. (b) Courbe de concentration
correspondante dans le foie et la rate donnant gesits expérimentaux (cercles) et le
meilleur fit (trait plein). Les barres d’erreur re@sentent les écarts-types calculés sur les
pixels de I'organe considéré. (c) Superpositionl'teage *°F (coupe 3) & t=84 min aprés
injection avec I'image anatomiqdel (effectuée avec le logiciel BrainVISA/Anatomisis au
point a NeuroSpin).
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k (min™)

Expl SMC Exp 2 SMC Exp 3 SMC Moy. E.T.
PEG 50%
Foie 0.060 #0.003 0.027 #0.001 0.089 #0.005 0.059 0.031
Rate 0.032 #0.001 0.029 #0.002 0.012 #0.001 0.024 0.011
PEG 5%
Foie 0.058 #0.003 0.132 #0.010 0.190 #.021 0.126 0.066
Rate 0.054 #0.003 0.087 #0.009 0.076 #.003 0.072 0.017
PEG 0%
Foie 3.452 +1.406 0.183 #0.019 0.418 #.078 1.35 1.822
Rate 0.223 #0.031 0.158 #0.014 0.044 #0.002 0.142 0.091
C. (nM)

Expl SMC Exp 2 SMC Exp 3 SMC Moy. E.T.
PEG 50%
Foie 0.503 #0.007 0.388 #0.008 0.526 #.006 0.472 0.074
Rate 1.192 0.016 0.784 #0.011 4.185 #0.036 2.054 1.857
PEG 5%
Foie 0.605 #0.005 0.428 #0.005 1.121 #.013 0.718 0.360
Rate 1.331 0.012 0.326 0,005 0.929 #0.012 0.862 0.506
PEG 0%
Foie 0.333 #0.005 0.204 #0.002 0.203 #.004 0.247 0.075
Rate 1.064 0.014 0.464 #0.006 0.768 #.009 0.765 0.300

Tableau IV.2. Valeurs de k et de.@btenues aprés la procédure de fit sur le modétend
par I'équation 1V.1 et correction pour la saturatiacdu T, (a partir des valeurs du tableau
IV.1). Exp 1, Exp 2 et Exp 3 désignent chacunetd#s expériences menées pour les
différentes quantités de PEG. La moyenne (Moyl)éeart-type (E.T.) sont donnés pour
chaque quantité de PEG, et une SMC est réaliséeghamque expérience.

IV.3. DISCUSSION
IV.3.1. Sur I'absence de synchronisation respiratoe

Lors d’'une imagerie abdominale et dans le cas dees&es sensibles au mouvement,
la respiration des animaux peut induire des artefgai peuvent conduire a une mauvaise
estimation du T et des concentrations dans les organes. Nousmsgvas utilisé de systéeme
permettant la synchronisation de la respirationcalacquisition, car les mouvements des
souris n‘ont dans notre cas pas été problématidiessimages anatomiquél, également
acquises avec une séquence multi-echos de spmpngent en effet aucun phénomeéne de
floutage ou de ghosting di au mouvement, bien @ueésolution de ces images soit
supérieure & celle des imadés.
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Nous expliqguons I'absence d’artefact de mouvement | protocole d’anesthésie
utilisé. Contrairement a la majorité des étudesutjlisent I'isoflurane lors d’expériences sur
rongeur, nos animaux sont anesthésiés avec un geélkadtamine/domitor qui ne présente
aucun risque de contamination du sigifigl Nous avons pu constater qu'avec ce protocole, la
respiration des souris présentait un rythme beguedus rapide qu’avec l'isoflurane (~180
min™), et par conséquent une trés faible amplitude devements, sans conséquence sur la
gualité des images.

IV.3.2. Sur la contribution du signal vasculaire ausignal total mesuré dans le foie
et la rate

Notre protocole difféere sensiblement des protocaesontrés dans la littérature dans
la mesure ou nous réalisons les acquisitions @ussitpeu de temps apres injection, alors que
la plupart des études attendent généralement plssipurs avant imagerie afin que
'émulsion ait disparu de l'espace vasculaire. Cietgplique dans notre cas que le sang
constitue une source de signal pouvant potentielfénbiaiser nos mesures, puisque des
nanoparticules d’émulsion y sont encore présentedoie et la rate sont des organes tres
vascularisés, et certains auteurs comme Fishmah et fait des mesures d’oxygénation du
sang dans ces organes 4 heures aprés injectiotérdaldion [Fishman 1987] Il existe
toutefois une différence majeure entre I'étude dhrRan et al. et la nbtre : nous ne voyons
aucun signal dans le cceur et les poumons des axirakus qu’ils sont clairement visibles
chez Fishman et al. Ce signal ne provient pas dansas de nanoparticules captées par le
parenchyme des organes, mais des grandes qualditesng présentes. Il semble donc que
notre méthode soit insensible au signal vasculaire.

Afin d’évaluer précisément la contribution du sigeanguin au signal trouvé dans le
foie et la rate, la moyenne du bruit a été mesdases les coins de I'image a I'écart de
I'animal, puis comparée au signal moyen mesuré @arégion du coeur et des poumons pour
le cas le plus critique, c’est-a-dire 7 minuteseapnjection de I'émulsion. Il s’avére que le
signal moyen au niveau du coeur et des poumon®estt% supérieur a la moyenne du bruit
dans les coins de I'image. Cette valeur restef#ibte, et ne contribue finalement qu'a 5% du
signal du foie et de la rate au premier temps dsumee(en supposant un volume vasculaire
semblable).

Cette faible sensibilité au signal sanguin est itaple au caractere multi-échos de
notre seéquence (contrairement a Fishman et alutjisent une séquence d’écho de spin
simple). Rappelons que notre étude utilise iciramtd’échos de durée 630 ms (60 échos de
10,5 ms). Ainsi, les spins présents dans le samjy@tlant perpendiculairement a la coupe
sélectionnée vont progressivement en sortir auscoeila longue succession d’'impulsions, ils
ne seront donc pas refocalisés pendant la tothlitiain d’échos et remplacés peu a peu par
des spins n‘ayant pas subi l'excitation de 90° net fournissant donc aucun signal
(phénomeéne a rapprocher de celui de sortie de doepeconnu en angiographie, voir Figure
IV.3.a).

Les pertes de signal lorsqu’on se place paralléii@da coupe sont dues quant a elles
a des déphasages intervenant pendant le trainasé€rans la direction de phase, les spins
statigues conservent la méme phase pour chacul@eéshos survenant pendant le train
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d’échos pour une coordonnée, et la somme des Gik @édnduit & un moyennage cohérent,
sans perte de signal. A I'inverse, les spins mshdi@ns le sang acquiérent a chague écho des
phases différentes sous l'effet du gradient d’eageden phase, menant a une somme
incohérente des 60 échos, et donc a des pertagrdd @-igure 1V.3.b). Dans la direction de
lecture, les pertes sont probablement imputablededx effets cumulatifs : d’'une part,
'emploi de gradients relativement longs (en effeur un flux laminaire les pertes de signal
sont proportionnelles au sinus cardinalyd&t2, ou o dépend du flux, G est l'intensité du
gradient ett est la durée du gradient, ici ~7 midapcke 1999), et d’autre part a un
moyennage incohérent des échos lors de la recotistrules lignes de I'espace de Fourier, la
vitesse du flux n’étant probablement pas constpetelant les 630 ms du train d’échos.

Coupe sélectionnée Coupe sélectionnée
= =

- W - B

\__| N

a A I |

Phases
incohérentes
180° 180°

S A N S

Figure 1V.3. (a) lllustration du phénoméne respdrisade la perte de signal pour un flux
perpendiculaire a la direction de coupe : les spprésents dans le sang (en rouge) sont
excités par I'impulsion de 90°. Au temps TE/2 snvia premiere impulsion de 180°, qui ne
refocalise qu’une partie des spins excités, ungg@rion d’entre eux ayant déja quitté la
coupe, et agit sur des spins n‘ayant pas été exc#d dehors de la coupe au moment de
impulsion de 90° (en jaune). Ce phénomene rédiaistiquement le signal acquis au fur et a
mesure des échos. (b) lllustration du phénoméngoresable de la perte de signal pour un
flux parallele a la direction de coupe : la phasesdspins (repérée sur le cercle) varie d'un
eécho a l'autre en raison des mouvements dans Xestimguin, et la somme finale des échos
conduit a la somme de signaux incohérents, de reaqudsi-nul.
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Afin de démontrer nos propos, une expérience camgidaire a été effectuée. Une
souris ayant recu 200 pL de I'émulsion PFOB a 59%HE a été sacrifiée 15 minutes apres
injection. L’animal a été ensuite imagé suivarpretocole utilisé pour la biodistribution £
= 30 min). L'image obtenue présente du signal darsie et la rate, mais également de facon
importante dans la région du coeur et des poumdnrs, gue cette distribution n’a jamais été
constatée jusqu’ici sur les animaux vivants (Figiv&). Le motif observé semble indiquer
gue le signal provient des artéres et veines imptes irriguant le cceur et les poumons. Cette
étude complémentaire suggere que le PFOB est prdaan le sang en grande quantité 15
minutes apres injection de I'’émulsion, mais qu'dst visible que lorsque le flux sanguin est
arrété. Ces résultats confortent I'hypothése sddmuelle notre séquence MSE est peu
sensible au signal sanguim vivo du fait de son caractére multi-échos, limitanteorent le
signal provenant des spins circulants.

Figure IV.4. Superposition de I'imadéF sur I'image anatomiquéH d’une souris sacrifiée
15 minutes apres injection d’'une émulsion de PFO@htrairement a ce qui est observeé chez
les animaux vivants, un signaF est clairement visible au niveau du cceur et desrwns de
I'animal quand le flux sanguin est arréte.

IV.3.3. Sur 'oxymétrie dans le foie et la rate

Nos valeurs de pfdans les organes sont proches de celles donnggdeadittérature,
qui s’étalent de 3(QBarker 1994] a 98 mmHg[Holland 1993] chez le petit animal (rat et
souris). Précisons que les études ne font généealguas la distinction entre le foie et la rate,
et donnent donc une p@lobale. Notre étude tend a montrer que la @8 plus élevée dans
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la rate que dans le foie, et ce phénomene peuedpteué par un approvisionnement en sang
différent dans les deux organes. Effectivementpie recoit en majeure partie (~80%) du
sang veineux appauvri en oxygene, tandis que & est alimentée par du sang d'origine
majoritairement artérielle, fournissant de I'oxygéan plus grande quantité pour le tissu
splénique.

Notre méthode permet d'obtenir des RSB élevés tamlsie et la rate, et ainsi une
estimation tres précise dy dans les organes grace au faible niveau de brigar@IV.1.C).
Cette précision est d’ailleurs confirmée par les pOuvées dans la référence d’émulsion,
correspondant a la pression partielle d’oxygéenéamosphére. Certaines études rapportent
des temps d’acquisition plus courts, en particuligude de Barker et al. qui obtiennent sur la
souris une carte de p@n 5,5 minutes apres injection de I'’émulsion d®BPOxygent™ au
moyen d’'une séquence EPI (Echo Planar Imaging)eérsion-récupératiofBarker 1994]

Ce temps d’acquisition presque 5 fois plus couet lgunbtre est a tempérer par I'utilisation de
pixels nettement plus gros (94 pL contre 12 puL daotse cas), d’'une émulsion beaucoup
plus concentrée en PFOB (~90% en masse contre 20%rtre cas) et de quatre injections
de PFOB de 250 pL chacune (une seule injectionOfe| 3. dans notre cas). Ce dernier
parametre, ainsi que l'utilisation d’'une séquence rgest a priori pas insensible au flux
sanguin, imposent aux auteurs de patienter uneiseragant de réaliser les acquisitions, afin
gue les nanoparticules d’émulsion aient disparurdlieu vasculaire. Dans notre cas, les
nanoparticules circulantes ne sont pas un obsfadglegue notre séquence y est trées peu
sensible, la principale contrainte reste donc dalis& les mesures une fois que les
concentrations ont atteint un niveau constant dessrganes. Notre étude de biodistribution
dynamique garantit que 4 heures apres injectionctexentrations en nanoparticules ont
atteint un plateau dans le foie et la rate, etlgye®, peut par conséquent étre calculée sans
crainte de voir les résultats biaisés par une aofatian continue dans les organes. En
conclusion, notre séquence MES convient parfaitérmpear les mesures d’oxygénation dans
le foie et la rate dans un temps d’acquisition teésonnable, et présente I'avantage de réduire
nettement le délai d’attente avant imagerie, cineim@ent aux études meneées jusqu’ici.

IV.3.4. Sur la biodistribution dynamique

Les images de biodistribution acquises indiquelt activation immédiate des cellules
hépatospléniques apres injection, quelle que sojuantité de PEG dans I'émulsion. Ce
résultat est tres différent de celui de Ratned.afud n'observent du signal qu’'a partir d’'une
heure apres injection de leur émulsion de PFOBhalilement du fait d’'un RSB plus faible
[Ratner 1987] Les volumes du foie et de la rate étant calceiémtégrant sur les pixels des
images anatomiques, la quantité totale de PFOBéeagpar les organes a pu étre évaluée.
Nous trouvons ainsi que 84 minutes apres injectiette quantité varie entre le huitieme et la
moitié de la dose totale injectée (en moyenne wartjjuselon les animaux et la quantité de
PEG contenue dans I'émulsion. Cet éventail estreolhiéavec la demi-vie sanguine de 4
heures annoncée par Keipert et al. pour des émslsie taille 180 nriKeipert 1994]

Un des objectifs de cette étude était de cherchéwauer par IRM la furtivité
d’émulsions contenant différentes proportions deGPEaractérisée par la constante
d’accumulationk dans notre modeéle. En dépit de la grande variédlii valeurs trouvée (cf.
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Tableau IV.2), un test de rang de Wilcoxon unikt@Vilcoxon 1945](test choisi en raison
de l'absence d’hypothéses vérifiables sur la distion des valeurs) indique que k est
significativement plus faible (p = 0,05) dans le&fet la rate des souris ayant recu I'émulsion
a 50% de PEG lorsque comparé aux souris ayantl'dgequlsion non pegylée. Les autres p-
valeurs données par le test (comparaison 50% de/PE@de PEG et 5% de PEG / 0% de
PEG) s’averent certes lIégérement plus élevéeseaygedil traditionnel de rejet de 5%, mais
notre méthode tend néanmoins a confirmer que lataote d’accumulatiok dépend de la
guantité de PEG incorporée dans I'émulsion. Péeuas, les faibles incertitudes de mesure
données par les SMC indiquent que la variabilictitée n’est pas due a un manque de
précision de notre méthode, mais plutét a une biit&inter-animale.

Cette variabilité inter-animale explique égalemées eécarts-types relativement
importants trouvés pour les concentrations findbass les organe€., tend a étre plus élevée
lorsque la quantité de PEG augmente dans I'émulgon 0,05 dans le foie lorsque I'on
compare les émulsions a 50 et 5% de PEG par ragpbémulsion non pegylée). Cette
différence est probablement imputable a des temes ciculation plus longs des
nanoparticules dans le sang, minimisant la saturates cellules du foie et de la rate grace a
une absorption plus graduelle, et aboutissantdinaht a une accumulation plus élevée des
particules dans les organes.

Pour la plupart des animaux, nous avons constate® la concentration en
nanoparticules était plus élevée dans la rate gus b foie, et ce résultat est en accord avec
ceux trouvés dans des études antériefRater 1987, Holland 1993, Harned 199%]ette
disparité entre les deux organes est sans doutésidtat d’'une composition cellulaire
différente : le foie est en effet majoritairemenbmposé d’hépatocytes, a fonction
meétabolique, et seulement en second lieu de maagesh tandis que la rate comporte une
densité tres élevée de macrophages au niveaupddpia rouge (cf. Chapitre 1l). Le processus
de phagocytose est connu pour étre relativemesrit«l du fait de I'intervention du systeme
du complément pour sa mise en route, il est donballe que les hépatocytes, ne faisant
quant a eux intervenir aucun phénomene annexee&m’pas voués a l'immunité, captent
plus vite les nanopatrticules, et dans des propwtmus faibles. A I'inverse, la rate ne puise
les particules que par I'intermédiaire de ses nembmacrophages, d’ou une absorption plus
lente mais plus importante de nanoparticules. Nissiltats sont trés proches de ceux de
Harned et al., qui montrent une différence netteedies courbes d’atténuation en CT dans le
foie et la ratefHarned 1995] courbes tres similaires a celles que nous présserfigure
IV.2.b (cf. Figure IV.5).

Un autre objectif de notre étude dans ce chapitai de tester la sensibilité de notre
séquencen vivo. En dépit d'une grande variabilité inter-animal d&t concentrations en
nanoparticules parfois trées basses en début d'iexpé; le RSB dans les organes était
supérieur ou égal a 4 a t = 7 minutes aprées iojectn prenant en compte le fait que nos
émulsions sont moins concentrées en agent fluoeé lgulupart des émulsions de PFC
connues (comme OxygéMfd, et que nos souris ont recu des doses d’émulgiussfaibles
gue celles traditionnellement administrées dansigges études, nous pouvons sans hésiter
conclure a la sensibilité accrue de notre séquerttagtée pour I'imageria vivo d’émulsions
de PFOB, et permettant une quantification préceseancentration en nanoparticules dans le
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Figure IV.5. Courbes indiquant I'opacification doid¢, de la rate et de l'aorte en CT en
fonction du temps aprés injection IV d'une émulsiben PFOB chez le singe (HU =
Hounsfield Unit). On notera la similitude de cesidzes avec celles obtenues en IRM dans ce
chapitre pour le foie et la rate (d’apres [Harne@95]).

foie et la rate en quelques minutes. Cette méthpelenet ainsi l'estimation de ces
concentrations sans recourir au sacrifice des anraales temps successifs. Il s’agit ici de la
premiére expérience de biodistribution dynamiqudisée avec succés en IRM UE.

IV.4. CONCLUSION

Ce chapitre a démontré que la séquence mise atigmir I'imagerie du PFOB offrait
d’excellents résultats vivo, en permettant notamment la quantification d’émulglans le
foie et la rate a des concentrations de I'ordreonasiaire. Des cartes d’oxygénation peuvent
étre obtenues apres une injection unique d’émulgbeans besoin d’attendre plusieurs jours
avant imagerie contrairement aux études menéeg’jcisgrace a la relative insensibilité de
notre séquence au signal sanguin. L’étude de ltrdrlison dynamique a quant a elle montré
gue l'accumulation des nanoparticules pouvait &wévie dans les organes juste apres
injection avec une bonne résolution temporelle,medtant en particulier de mettre en
évidence des différences de furtivité entre deslgioms incorporant différentes quantités de
PEG.

Les RSB élevés obtenus sont prometteurs pourdéétur laquelle nous allons nous
pencher au chapitre suivant : il s’agit désormagrtettre en ceuvre notre séquence afin de
détecter 'angiogenése tumorale. Les quantitésediagle contraste a mettre en évidence
seront nettement moins élevées que les quantigessren jeu ici, puisqu’il s’agit a présent de
détecter des biomarqueurs a la surface de néceaaissrriguant une tumeur cérébrale. Cette
étude a également été bénéfique dans la mesureusiavons pu évaluer la cinétique des
émulsions de PFOB dans le sang, donnée importante l@ mise en ceuvre du protocole
expérimental.
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Les résultats présentés dans ce chapitre ont diBépudans la revudNMR in
Biomedicineen 2011 (voir annexe), et ont fait I'objet de posta la conférence WMIC 2010
(World Molecular Imaging Congress) a Kyoto (Jap@isi qu'a I'lISMRM 2011 & Montréal
(Canada).
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Les chapitres précédents ont brossé le décor dgnsllse tient a présent notre étude
sur I'angiogenése tumorale. Nous disposons degip&anx outils nécessaires a cette étude :
une séquence ayant fourni d’excellents résultatgivo pour la détection d’émulsions de
PFOB, et des données sur la cinétique de telless@ms une fois qu’elles sont injectées chez
la souris.

L'objectif est ici d’essayer de mettre en évidenaeprésence de l'intégrine,ps
surexprimée a la surface des néo-vaisseaux irriguanglioblastome dans le cerveau de
souris, et également de juger de lefficacité denléathode utilisée pour cette mise en
évidence.

V.1.INTRODUCTION

Nous avons montré au chapitre Il qu’un certain bid’études se sont recemment
penchées sur la détectionus en IRM du'®F. Ces études utilisent des nanoparticules de
PCFE ou de PFOB, fonctionnalisées par I'ajout dptide RGD ou de vitronectine (ligand
endogéne de l'intégrine,ps contenant le peptide RGD). A I'exception de celieWaters et
al., aucune de ces études ne dressent de commaeaiso des injections de nanoparticules
non fonctionnalisées pour vérifier que le signavieent bien de la liaison spécifique avec
lintégrine o,ps. Des études réalisées éhl avec des nanoparticules paramagnétiques
indiquent pourtant qu’il existe un rehaussemensigaal dans les tumeurs méme lorsque les
nanoparticules sont non fonctionnalisées. C'esiake par exemple pour I'étude de Winter et
al. qui montrent dans un carcinome, a 1,5 T et éhdapin que 'augmentation de signal est
sensiblement la méme jusqua 90 minutes apres tiofec et que des différences
n'apparaissent qu'a partir de 2 heures entre lex dgoupes d’animaufWinter 2003]
Schmieder et al. montrent quant a eux pour un mélanchez la souris a 1,5 T que les
animaux ayant recu les nanoparticules fonctionéaigorésentent 30 minutes apres injection
un rehaussement de signal dans la tumeur sigmviraent plus élevé que le rehaussement
fourni par les particules non fonctionnalisées, sn&galement que les nanoparticules non
fonctionnalisées conduisent a une augmentation ahiraste équivalente a la moitié de
'augmentation fournie par les nanoparticules famtaliséegSchmieder 2005]Les auteurs
attribuent ce rehaussement de signal non spécifauextréme perméabilité des néo-
vaisseaux, permettant I'extravasation transito@® manoparticules dans le tissu tumoral.

Précisons que dans notre cas les conditions expétabes sont différentes, puisque
les nanoparticules sont en théorie confinées dasgdce vasculaire du fait de la présence de
la BHE dans le cerveau. Nous avons certes indiguéhapitre Il qu’elle était largement
déficiente au niveau des tumeurs, mais nous utgigoutefois ici des particules de taille 190
nm (cf. partie suivante), probablement trop grogees étre extravasees.

Si I'on considére ce phénomene écarté, il faut m&ams garder a I'esprit que des
liaisons non spécifiques peuvent intervenir : lesaparticules peuvent étre captées par
lintégrine o,p3 malgré l'absence de RGD a leur surface, aussi bjea par d’autres
récepteurs présents dans les néo-vaisseaux pouelsslles peuvent présenter une affinité
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inattendue (cette derniére assertion pouvant égailens’appliquer aux nanoparticules
fonctionnalisées). Par ailleurs, nous avons évoguéchapitre précédent les contraintes
observées par certaines études pour éviter latiprildu signal par celui des nanoparticules
circulantes. Nous avons montré que notre séquendetr®s peu sensible au signal sanguin
dans I'abdomen chez Il'animal sain. Le contexte iesttout autre puisque nous nous
concentrons sur un tissu malade dans le cerveasemiant une vascularisation totalement
atypique : le sang peut donc constituer une aotrece de signal non spécifique.

L’objectif de notre étude étant de détecter de grarspécifique la présenceuPs, les
expériences sont donc menées sur deux groupesmdiarj les premiers recevant une
émulsion de PFOB fonctionnalisée, les seconds umelséon non fonctionnalisée. Les
concentrations en nanoparticules seront suivies dantumeur juste apres injection. La
comparaison des résultats permettra de déternmefficdcité avec laguelle nous pouvons
mettre en évidence I'angiogenese tumorale.

V.2.PROTOCOLE EXPERIMENTAL
V.2.1. Modéle animal

Les animaux utilisés pour cette étude sont desisseunude » (Janvier, France). |l
s’agit d’animaux immunodéprimés car naturellemegppadirvus de thymus. Cette différence
se traduit chez ces souris par une absence de bayi@s T, principaux responsables des
rejets de greffe.

Le modele de tumeur choisi est le modele glioblast humain U87-MG. La lignée de
cellules U87 a été cultivée a NeuroSpin. Lorsqecklules sont en nombre suffisant, les
souris sont anesthésiées par une injection IP tderkée/xylazine. Le crane est percé en des
coordonnées précises au niveau de I'hémisphérediraierveau, et environ 120 000 cellules
sont injectées dans le parenchyme cérébral vissanegue Hamilton. Le trou est fermé par
de la cire a os pour éviter des excroissances tlerlaur en dehors du crane et les animaux
sont placés en couveuse jusqu’a leur réveil. Lessamce de la tumeur est surveillée par IRM.
L’angiogenese ne se développe qu’a partir d’'urieetde tumeur de 2 millimétrggolkman
1971], ce qui implique un délai minimal de 2 semainesnade pouvoir utiliser 'animal pour
notre étude.

V.2.2. Emulsions injectées

Comme expliqué dans l'introduction, le but de aditude est de détecter la présence
de l'intégrine a,f3, et ce de maniere spécifique. Deux émulsions deB’bnt donc été
synthétisées.

La premiere émulsion, fonctionnalisée, comprend 4@% masse de PFOB
(concentration en nanoparticules ~90 nM) et 5% E& R000 en concentration. D’apres les
résultats du chapitre précédent, cette proport®REG permet un temps de demi-vie dans le
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sang des nanoparticules suffisant pour qu’ellesix@nt aux récepteurs,f; avant d'étre
captées par le foie et la rate (> 1 h 30). On ipomr d’autre part de la rhodamine a cette
émulsion afin de réaliser aprés imagerie une miopie de fluorescence sur des coupes
histologiques de cerveau. La fonctionnalisationrisoparticules est obtenue par greffage de
peptides RGD a I'extrémité des PEG 2000 (voir Fegurl). Leur affinité 1G, (Concentration
Inhibitrice 50 : concentration nécessaire pour pectb0% des récepteurs), mesuréeeitro

par un test de compétition sur cellules endotrediadlUVEC, est excellente puisqu’elle est
inférieure au nanomolaire. Cette émulsion seralé@ppamulsion RGD dans la suite.

La seconde émulsion est non fonctionnalisée : sgosition est identique a celle de
I'émulsion précédente, a la différence que 'omeodrpore pas de RGD. Cette émulsion sera
désignée dans la suite comme I'émulsion contrdle.

Des mesures de taille apres synthese indiquentlegienanoparticules mesurent
environ 190 nm dans les deux cas.

Rhodamine

L & 4 4

Peptide RGD
=2 @ -0,

PEG
00O

Phosphollplde

190 nm

Figure V.1. Schéma d’'une nanoparticule d’émulsimmcfionnalisée : elle comprend un coeur
de PFOB emprisonné sous une couche de phosphdaljpétieon incorpore a sa surface du
PEG pour la furtivité vis-a-vis du systeme immunrgtade la rhodamine pour la microscopie
de fluorescence postérieure a I'imagerie, et dgstides RGD pour le ciblage spécifique de
lintégrine a,f3. L’émulsion contrdle ne comporte pas les peptRIED.

V.2.3. Mise en ceuvre

L’étude a été menée sur 26 souris au total, desen2S a 30 grammes. Deux a trois
semaines apres induction de la tumeur par l'inpeciintracérébrale de cellules U87, les
animaux sont anesthésiés par injection IP du méldm@amine/domitor. Un cathéter est
inséré dans une des veines de la queue. La téfanimal est placée dans I'antenne téte
présentée au préambule, avec une référence d’émulduée au 1/19'°(~30 pL concentrée
a 9 nM en nanoparticules). Les souris sont maier@Ru37°C grace au systeme d’air chaud
présenté au chapitre précédent.
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Une image anatomiqu@d est tout d’abord acquise avec une séquence ouufies
multi-échos et avec les parametres suivants : BEms, TR = 2500 ms, 12 échos, 9 coupes
coronales d’épaisseur 0,7 mm, champ de vug2de 32 mm?2 couvert par une matrice 128
128 pixels. Cette image permet la mesure de le @ la tumeur.

On administre ensuite aux animaux grace au catidf@anté un bolus de 200 pL de
I'émulsion RGD ou de I'émulsion contrble. Au totd4 souris regoivent I'émulsion RGD
(taille des tumeurs 4.4 £ 1.2 mm), et 12 souriikgnt I'émulsion contrdle (taille des
tumeurs 3.8 + 1.5 mm). Aussitdt aprés, les acdoist F sont lancées avec notre séquence
MES. Les parametres choisis sont TE = 15,5 ms, ARGH ms, 60 échos, un champ de vue
32 x 32 mm?2 couvert par une matrice 8464 pixels, et une coupe coronale unique de 6 mm
englobant le cerveau. Une image est acquise téege$ minutes 30, et le suivi se fait sur 90
minutes (total 20 acquisitions).

Les animaux sont euthanasiés aprés imagerie pacali®n cervicale. Les cerveaux
sont prélevés avec ou sans exsanguination préadaeblanimal par injection intracardiaque
de paraformaldéhyde (PFA), et placés 24 heures diaf¥-A a 4% pour fixation des tissus.
Les cerveaux fixés sont ensuite plongés 12 heumes dn bain de sucrose a 15%, et 24
heures dans un bain de sucrose a 30% avant d@bgelés a -80°C. Un marquage CD31
permettant la mise en évidence des cellules enlilgtge(vaisseaux sanguins) est effectué sur
une partie des cerveaux. L'imagerie de fluorescérimdamine et CD31) est réalisée avec un
microscope Carl Zeiss sur des coupes histologidiggmisseur 20 um.

V.2.4. Traitement de données

Les images sont reconstruites avec Matlab. Pauadguisitions”F, les images sont
sommeées en complexe par groupe de 4 afin de réluibeuit, ce qui permet d’avoir une
donnée toutes les 18 minutes. Le signal moyen estimd a chaque pas de temps (18, 36, 54,
72 et 90 minutes apres injection) sur I'ensemble fdixels de la tumeur (coordonnées
obtenues via I'image anatomique) ainsi que dansrégien d’intérét de méme taille dans la
zone controlatérale. Par souci de précision, leasigu bruit, obtenu par mesure dans les
coins de l'image, est soustrait. Le signal obtestueasuite comparé au signal de la référence
d’émulsion afin d’évaluer les concentrations enapeamticules dans les deux zones.

Comme au chapitre précédent, les concentratioreobs doivent étre corrigées dans
la mesure ou le ;ldu PFOB n’est pas le méme dans les tissus etldaé&rence d’émulsion,
leur oxygénation étant différente. Nous avons a@Tél que la pression partielle d’oxygéne
dans les vaisseaux irriguant le cerveau et la tur@it celle du sang. Duong et al rapportent
chez le rat une fraction volumique de sang arté&galle a 29% du volume sanguin cérébral
total [Duong 2000] et, compte-tenu des valeurs de,p@es sangs artériel et veineux
(respectivement 160 mmHg et 60 mmHg), la valeur enog de la p®du sang dans le
cerveau est proche de 85 mmHg. Nous avons consigiéeécette valeur de pQCétait
applicable pour le sang irriguant le cerveau dtfraeur chez la souis. Le, Hu PFOB dans
ces conditions a donc été calculé avec la formuikl> et les concentrations ont été ré-
estimées en conséquence.
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Ces corrections effectuées, la moyenne et I'égae-sont calculés pour chaque pas de
temps et sur 'ensemble de la cohorte dans chaoueg d’animaux (RGD et contrble). Le
test statistique utilisé pour comparer les conegioins trouvées est un test de Wilcoxon
bilatéral[Wilcoxon 1945] Ce test a été choisi en raison de I'absence dtmgses vérifiables
sur la distribution des valeurs. Par ailleurs, est,tconnu pour sa sensibilité et sa spécificite,
est particulierement robuste lorsque I'on compaes données présentant une grande
variabilité, comme c’était le cas au chapitre pdécg.

V.3. RESULTATS
V.3.1. Imagerie**F

Sur les 26 souris utilisées pour notre étude, B8atent un signaiF au niveau de la
tumeur. Parmi elles, 11 souris ont recu 'émuldRiBD et 9 ont recu I'émulsion contrdle. Les
souris ne présentant aucun signal ont toutes desuits de petite taille (diametre inférieur a 3
mm). Par ailleurs, les 26 animaux injectés présgnte signal relativement intense a l'arriére
des yeux (cf. Figure V.2)

Pour les animaux présentant un signal, le RSBnobtans la tumeur en sommant
'ensemble des acquisitions compris entre 4 etet%e RSB dans la zone controlatérale est
proche de 2. La figure V.2 présente une imaye brute ainsi que cette méme image
superposée a une image anatomique. On constatemmet# sur cette image un signal
inhomogéne au sein de la tumeur, et une quasi-absknsignal dans le reste du cerveau. On
remarquera la présence du signal a l'arriere desx yke I'animal évoqué au paragraphe
précédent.

Figure V.2. Image'®F brute (a) et superposition de la méme image dissér I'image
anatomique'H (b) pour une souris injectée avec I'émulsion RGD. distingue nettement du
signal au niveau de la tumeur (délimitée en blamt)également a l'arriere des yeux de
'animal. Le signal observé dans le reste du ceuvest tres faible. Le gros spot rouge visible
a droite est la référence d’émulsion placée damasmteénne pour la calibration du signal
(superposition effectuée avec le logiciel Brain\ViS#atomist développé a NeuroSpin).
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Le but étant de voir s'il existe une différenceslda tumeur entre animaux du groupe
RGD et animaux du groupe contrdle, les tests §tpiss ont été réalisés sur les 20 animaux
présentant un signal dans la tumeur. Les taillegudeeur (moyenne + écart-type) sont
respectivement 4,9 + 0,7 mm pour le groupe RGD,2t40,9 mm pour le groupe contréle.
Les figures V.3.a et V.3.b comparent les deux gesug’animaux par les concentrations
relevées dans la tumeur (a) d’une part et dansria zontrolatérale d’autre part (b).

Pour le groupe RGD et dans la tumeur, la concémtraen nanoparticules fluctue
autour d’'une valeur moyenne dans le temps de 95G#te concentration est plus faible pour
le groupe contrble, avec une valeur moyenne danterigs de 66 pM. Dans la zone
controlatérale, la concentration moyenne pour teige RGD est de 14 pM, tandis qu’elle est
de 16 pM pour le groupe contrble. Ces concentratgamt relativement faibles en raison d’'un
effet de volume partiel important, les voxels étgrands (0,5 x 0,5 x 6 minpar rapport au
volume occupé par les vaisseaux.

On remarque par ailleurs des écarts-types treg€lgour les valeurs de concentration
relevées aux différents pas de temps. Ces écaes;tpresque aussi importants que la valeur
de la moyenne pour certains points, sont dus aextr@me variabilité des concentrations
trouvées dans les groupes d’animaux. Cette remagquievalable autant pour les groupes
d’animaux ayant recu I'’émulsion RGD que pour leBraux ayant recu I'émulsion contréle,
et a la fois dans la tumeur et la zone controli&éra

*
a coewm l b com

. )

120 } 120

90 /‘\Ln 90 ——RGD
—CTRL

60 1 60 1

30 1 30
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Figure V.3. Comparaison des concentrations en nartaqules trouvées pour les groupes

RGD et contrle («CTRL») dans la tumeur (a) etdaezcontrolatérale (b). Le groupe RGD

comprend 11 animaux, et le groupe contréle, 9 anknd.es différences de concentration

significatives (test de Wilcoxon, p < 0,05) sordiquées aux pas de temps par un astérisque

(*).

Malgré les écarts-types €éleveés, les tests statetigqndiquent que la concentration dans
la tumeur est significativement différente aux ter3p, 54 et 72 minutes aprés injection entre
les animaux ayant recu I'émulsion RGD et ceux ayagu I'émulsion contréle (Figure
V.3.a). En revanche, aucune distinction ne pewt ffite entre les concentrations trouvées
dans les zones controlatérales (Figure V.3.b).

- 102 -



Chapitre V — Imagerie de I'angiogenése tumoralesdanmodele souris de glioblastome par
une émulsion de PFOB fonctionnalisée

V.3.2. Histologie

Les résultats d’histologie présentés ont été aistesur des animaux ayant recu
'émulsion RGD. La figure V.4.a présente la micgie de fluorescence réalisée sur une
coupe du cerveau de la souris présentée figure Wahimal n'ayant pas été perfuse, un
signal intense est observé dans la tumeur et spegphérie, provenant probablement a la
fois de particules liées aux récepteuyfss et de particules non liées présentes dans le kang.
distribution de signal hétérogene est proche de oblservée sur la figure V.2, on distingue
notamment les larges vaisseaux tortueux irriguarttssu tumoral. A l'inverse, le signal se
dégageant du cerveau sain est trés faible.

a
Rho CD31 Fusion
Cerv_eau
sain
b
Tumeur

Figure V.4. Microscopies de fluorescence réalisées des souris ayant recu I'émulsion
RGD. (a) Coupe du cerveau présenté a la figure(Na® perfusé). Alors gu’un signal faible
émane du cerveau sain, un signal intense est @igi@hs la tumeur (délimitée par les fleches
blanches), attestant d’'une quantité de nanoparisuinportante dans les vaisseaux sanguins
du tissu tumoral. (b) Signal rhodamine (Rho) enalgCD31 montrant la vascularisation
importante du tissu tumoral par rapport au cervesain, et la présence de rhodamine dans
les vaisseaux en dépit de la perfusion de I'animal.

La figure V.4.b présente, pour un animal perfusé&ecéois, la microscopie de
fluorescence réalisée en rhodamine et pour le rgeCD31, ainsi que la fusion des 2
images. La vascularisation du tissu tumoral, trgsortante et anarchique, contraste avec celle
du cerveau sain, presque indécelable (marquage )CPad ailleurs, on constate que malgré
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'exsanguination de I'animal, des quantités remaldes de rhodamine (Rho) subsistent. Ce
signal rhodamine est bien colocalisé avec le si@iE1 sur I'image de fusion.

V.4. DISCUSSION
V.4.1. Sur l'influence de la taille de la tumeur sule signal observe

D’apres les résultats, les tumeurs de petite tadhablent ne pas permettre la détection
de signalF. La taille de ces tumeurs variait de 1,5 & 2,5. 1@es résultats sont en accord
avec les études faisant état du déclenchemenangidigenese pour les tumeurs dont la taille
atteint 2 mm. L’'absence de signal se comprend inmtétient pour les tumeurs dont le
diameétre est compris entre 1,5 et 2 mm, puisquelesseres n’ont pas encore développé leur
propre réseau vasculaire. Pour les tumeurs de tharo@mpris entre 2 et 2,5 mm, I'absence
de signal est probablement due un développemeagtiare encore minime, impliquant une
faible perfusion sanguine du tissu tumoral. Il b'gms exclu que des nanoparticules
fonctionnalisées aient pu se fixer sur les récepteyps, toutefois ce phénoméne a
vraisemblablement engendré un signal trop ténu @wwardétecté.

Par ailleurs, nous avons indiqué que les taillesudheur n’étaient pas exactement les
mémes pour les deux groupes comparés (4,9 + 0, poumle groupe RGD et 4,5 £ 0,9 mm
pour le groupe contrdle). On peut supposer que lgsngmeéne a une influence sur les
différences de concentrations trouvées dans lesursnentre groupes contrble et RGD,
puisque dans le groupe RGD les tumeurs occupenmeyenne une proportion plus
importante de la coupe. La figure V.5 montre leacemtrations moyennes dans le temps
trouvées dans les différentes tumeurs en foncioleuwr taille, pour le groupe RGD (rouge) et
le groupe contrdle (bleu). Le coefficient de caati@n calculé est de 0,4, indiguant que le lien
entre taille de la tumeur et concentration en nartaqules est limité. Ce résultat peut paraitre
surprenant dans la mesure ou la croissance denleutupasse par un développement de plus
en plus important de I'angiogenése. Toutefois,ecetbissance s’accompagne également de
nécrose dans le centre de la tumeur, limitant lup@n en sang, et donc la présence de
signal *°F dans cette zone : les tumeurs les plus grossesmedonc pas systématiquement
celles ou I'on retrouve le plus de signal (on rdiepgue la concentration en nanoparticules est
moyennée sur I'ensemble des pixels de la tumear)aleurs, un autre point déja mentionné
est & prendre en compte : il existe une variabitit@ortante d’'une tumeur a l'autre, ne
dépendant pas uniquement de sa taille mais aussirde schéma » de vascularisation, etc.
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Figure V.5. Concentrations moyennes (sur la réglmtérét et dans le temps) trouvées dans
les tumeurs en fonction de leur taille (en rougemeurs du groupe RGD, en bleu : tumeurs
du groupe contréle). Le coefficient de corrélatast de 0,4.

V.4.2. Sur l'origine du signal observe

Nous avons évoqué dans l'introduction la posséitjue le signal détecté chez les
animaux ayant recu I’émulsion RGD puisse étre atigod’ origine non spécifique, du fait de
liaisons des nanoparticules avec des récepteurssaque k,fBs3, ou de la présence des
particules non liées dans le sang. Cette hypotb&sible s’avérer exacte, puisqu’on retrouve
un signal non négligeable dans les tumeurs desaanirayant recu I'émulsion contréle, bien
gue les concentrations soient en moyenne plusfibl

Il est probable que le signal non spécifique epitmajeure partie d’origine vasculaire.
Comme évoqué au chapitre Il, les glioblastomesemtésit des perfusions médiocres du fait
du réseau sanguin anarchique qui les irrigue. legsllaires sont certes tres nombreux en
périphérie, mais également trés tortueux, dénué&geains endroits de gradients de pression,
et comportent des occlusions. Ces anomalies sspbmsables d’un ralentissement important
du flux sanguin au sein de la tumeur, voire locaende son annulatigBaish 2000} Notre
séquence MES a démontré dans le chapitre précgddaible sensibilité au signal vasculaire
dans un tissu sain et pour un flux sanguin « nosm@lette faible sensibilité a été expliquée
d’'une part dans la direction transverse a la cqagredes phénomeénes de sortie de coupe, et
d’autre part dans la direction de la coupe par ogannage incohérent des 60 échos, les spins
circulants acquérant des phases différentes aw chwirain d’échos. Le phénoméne de sortie
de coupe est inexistant pour la présente étudsgpeile cerveau tout entier est inclus dans la
coupe, la perte de signal est donc nulle dans riectibn transversale. Par ailleurs, il est
probable que les déphasages subis par les spars $dilimités, dans la mesure ou les flux
sanguins au sein de la tumeur ne sont pas comparalgleux des tissus sains car tres ralentis.
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La somme des échos n’est alors pas incohérenlies eanoparticules présentes dans le sang
deviennent en conséquence une source de signdblenoth s’agit vraisemblablement de
I'effet ayant la plus grande incidence sur la pnésedu signal vasculaire, puisque le cerveau
sain, normalement perfusé, fournit un signal quasimmperceptible (cf. Figure V.2). Par
ailleurs, mentionnons que les disparités sont graral sein du groupe contréle, suggérant
gue suivant le schéma de vascularisation de laugynes concentrations provenant du signal
vasculaire peuvent varier entre 40 et 180 pM (ufe V.5). Il s’agit ici de concentrations

« virtuelles », dépendant de la vascularisatiatestflux sanguins au sein de la tumeur.

Reste la présence du signal intense observé dele® yeux, dont I'origine s’explique
par la physionomie de la souris. Ces dernieresepless a cet endroit une cavité remplie de
sang, appelée sinus rétro-orbitaire. Cette résesv@arfois utilisée pour des injections IV ou
des prélevements sanguins. En dépit du flux, ipestbable que les nanoparticules injectées y
restent stockées de facon transitoire. Leur déplané étant restreint, les déphasages des
spins sont faibles au cours du train d’échos, didgeal émis est donc important. Il a été
observé que le signal provenant des sinus rétritagds est décroissant au cours du temps
(Figure V.6), attestant de la baisse de la quadé&téanoparticules dans le sang du fait de leur
captage progressif par le foie et la rate.

RSB mesuré derriére les yeux

t (min)
Figure V.6. Exemple de RSB mesuré au cours du teempere les yeux d’'un animal. On
note une décroissance rapide pendant la premiernéérae I'expérience, puis nettement plus
lente.

V.4.3. Sur les résultats des tests statistiques

La présence d'un signal vasculaire important dansimeur complique la distinction
entre les groupes RGD et contréle. Cependant, coiltusé&é par la figure V.3, les tests de
Wilcoxon tendent a montrer une différence de cotmaéon entre les deux groupes. Malgré
les écarts-types éleveés, cette distinction est girieiment imputable a des distributions
différentes des valeurs de concentration au sergdmipes. En effet, pour les souris RGD la
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concentration en nanoparticules médiane calculée @acohorte et dans le temps est de 94
pM (proche de la moyenne temporelle 95 pM), alars g médiane pour les souris controle
est de 46 pM (moyenne temporelle 66 pM). La dififéee de distribution se constate avec la
figure V.5 : on note que la majorité des concertnat pour le groupe controle se situe autour
de 50 pM, alors que la répartition des valeurpkst large pour le groupe RGD.

Les différences de concentration ne sont cepernmdensignificatives au temps t = 18
minutes et t = 90 minutes aprés injection (p-vaeespectives de 0,11 et 0,09). Ces résultats
peuvent étre interprétés de deux manieres diffésent

La différence peut ne pas étre significative 18utés apres injection en raison d’un
nombre encore faible de nanoparticules fonctiosgab liées ad.ps: le signal d’origine
vasculaire représente la part la plus importantesignal total. Les nanoparticules se lient
progressivement ad,ps, et la différence devient significative aux tengogvants. Toutefois,

90 minutes apreés injection, on peut supposer gaaises nanoparticules liees commencent a
se décrocher ou a se dégrader, et le signal vascrtggrend I'ascendant sur le signal total.

D’autre part, les écarts-types élevés peuventréiseen cause. lls sont le résultat de
concentrations hétérogenes au sein des deux grdapesyenne sur les cohortes et le temps
est donnée Figure V.5). Les p-valeurs des tempsfisigtifs sont relativement proches du
seuil de 5% (p-valeurs 0,040, 0,048 et 0,036 pesitémps 36, 54 et 72 minutes), et il peut
étre supposé que I'hétérogénéité des concentratigngemps 18 et 90 minutes, légérement
plus élevée qu'aux temps significatifs, puisse @ésponsable du dépassement du seuil de
5%.

Le but de notre étude est de savoir s’il est ptesgile distinguer les deux groupes
d’animaux avec notre protocole expérimental, etlefgant a partir de quel temps. Nous
avons évalué jusqu’ici les données toutes les I8ites. Une autre fagcon de procéder consiste
a regarder l'aire sous la courbe V.3.a aux paeo®s$ successifs pour chaque animal, et de
regarder la moyenne et I'écart-type sur chaque ppolies résultats sont présentés sur la
figure V.7. On voit nettement les écarts entre gesuRGD (en rouge) et contrdle (en bleu) se
creuser lorsque les acquisitions s’accumulent. €earts-types restent élevés, mais les
différences entre groupe RGD et contrdle sont Bagtives a partir de 36 minutes apres
injection (test de Wilcoxon bilatéral, p < 0,05).

Concretement, cette méthode sous-entend que nuaii@cple expérimental peut étre
envisagé differemment : plutbét que d’évaluer uneasyique de concentration en chiffrant
cette derniere toutes les 18 minutes, différerleigroupes RGD et contrble peut étre fait en
accumulant des images pendant un temps minimum6deiButes. Cette distinction est
réalisable probablement grace a un RSB plus imprtaarquant une différence plus nette
entre les deux groupes.
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Figure V.7. Aire sous la courbe V.3.a pour chaqueuge d’animaux (rouge : RGD, bleu :
contrble). Les différences de concentration soghificatives a partir de 36 minutes apres
injection.

Les écarts-types importants restent cependant unt mu'il serait souhaitable
d’améliorer. En observant les données de chagueahnhous avons pu constater qu'il n'y
avait pas que les concentrations hétérogenesajanéa I'origine de la taille des écarts-types,
mais également des comportements atypiques audssimgroupes d’animaux. Nous avons
jugé intéressant de retraiter les données sur deges d’animaux au comportement plus
homogene. Cette méthode suppose une baisse deetitffu sein de chaque groupe, et donc
une baisse de la puissance des tests statistigoemntipllement délétére, mais cet
inconvénient peut étre largement compenseé si laaéks sont uniformisées. Des criteres ont
donc été établis pour opérer un tri sur les animaux

Le premier critére a été le comportement de la @onation dans la tumeur au cours
du temps. Pour une majorité d’animaux, la concéntraatteint un maximum aux temps 18
minutes ou 36 minutes, puis diminue progressiverfe@ntEigure V.8.a). Cette diminution est
probablement le résultat de la baisse de la qéam¢ithanoparticules dans le sang, captées par
le foie et la rate, réduisant peu a peu la pargigeal vasculaire. Néanmoins, une partie des
animaux présentent une remontée de signal nongeédplie sur un ou deux points aux temps
72 ou 90 minutes apres injection (cf. Figure V.8pus avons considéré ces remontées
comme des métaboliseurs anormaux, et cing animaiugté exclus en conséquence.

Le second critére choisi a été celui de la qudlitd&RSB. Nous avons effectivement pu
constater que pour certains animaux, le RSB metamé la référence d’émulsion était bien
plus faible que la moyenne des RSB mesurée swsdiable des animaux (réduit jusqu’a un
facteur 2). Cette diminution sous-entendant unsdeade la qualité des acquisitions, deux
autres animaux ont été exclus.

Par ailleurs, le dernier critéere a été celui duudétu temps d’acquisition. Une des
souris utilisée pour I'étude ayant été imagée 2rdww@mpres injection, cette derniere a été
écartée.
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Figure V.8. (a) Exemple de comportement retrouv@lless souvent chez les animaux : le
maximum de concentration dans la tumeur est attelahs les premiers temps de
'expérience, puis elle diminue progressivemen). Esemple de comportement atypique
retrouvé chez certains animaux : alors que la cotregion a amorcé une baisse, elle
remonte de fagon inexplicable aux temps 72 et 9Qute$ apres injection (probleme
d’acquisition ? hémorragie ?), dépassant la valeuitiale.

Une nouvelle étude a donc été réalisée sur 12 aminmegalement répartis sur les
groupes RGD et contréle (6 animaux RGD, 6 animauntréle). La taille des tumeurs dans le
groupe RGD est 5,0 £ 0,7 mm et dans le groupe @lendr,7 £ 0,8 mm. La figure V.9 illustre
les nouveaux résultats obtenus. On note toujougscancentration plus élevée dans la tumeur
avec I'émulsion fonctionnalisée, et les écarts$ypat été réduits. Les differences sont
significatives a tous les temps, sauf 54 minuteesamjection. Ce nouveau comportement
differe de celui trouvé sur les 20 animaux, outégaps 18 et 90 minutes apres injection ne
pouvaient étre distingués. Homogénéiser le compmé nous informe que les différences
significatives peuvent étre observées des le prepamt et également en fin d’expérience,
mais cette méthode suggere aussi que I'hétérogétést concentrations trouvées au sein des
groupes d’animaux restent le principal problemecenduisant a des points parfois non
significatifs (p-valeur 0,09 a 54 minutes apregadtipn).

Dans ce contexte, un certain nombre de pointsesdgrai améliorer dans notre étude,
en particulier augmenter le nombre d’animaux pobtewir une plus grande puissance
statistique et réduire les écarts-types dus a ani@hbilité inter-animale importante. Il existe
également des limitations par rapport au modelésétipour traiter les données. Les
concentrations ont été effectivement moyennéesosisr les voxels de la tumeur, alors qu'il
est admis qu’il s’agit d’'un milieu tres hétérogesretermes de vascularisation : la moyenne
constitue ici un estimateur biaisé.
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Figure V.9. Concentrations trouvées apres tri se8 Animaux (6 RGD en rouge, 6 contrble
en bleu). On constate une baisse des écarts-typedad de I'homogénéisation des

comportements dans le temps. La différence entedérix groupes n’est cependant pas
significative 54 minutes aprés injection.

Rappelons néanmoins que notre étude sur 'angeasgetumorale a été menée dans le
cadre d’'une preuve de concept. Nos différentsetrants démontrent que ['utilisation de
nanoparticules fonctionnalisées conduit a des curat#ons plus élevées dans la tumeur que
lors de l'utilisation de particules nues, en favdiume liaison spécifique des nanoparticules
fonctionnalisées avec,fs.

V.4.4. Sur les résultats d’histologie

Apres toutes ces conclusions sur la partie IRMemens a I'histologie afin de dresser
un paralléle avec I'imagerieF. Les résultats méritant une discussion sont sudeux de la
figure V.4.b. L'image de fusion indique que descé&m d’émulsion subsistent dans les
vaisseaux de la tumeur, malgré la perfusion deirfiah Cette information est rassurante
puisqu’elle montre que des nanoparticules fonctitinées se sont liées. Toutefois, nous ne
pouvons a ce stade prétendre qu'il s’agit d’'unisdia avec I'intégrines, 3, dans la mesure ou
le marquager,f3 n'a pas pu étre effectué pour vérifier la colagation des deux signaux. I
n’est donc pas exclu que certaines des nanopasicoient liees ici de fagcon non spécifique a
un récepteur quelconque. D’autre part, ajoutonsrgues ne disposons pas des données pour
les animaux ayant recu I'émulsion contrdle, et tuge conclusion ne serait envisageable
gu’apres avoir confronté les deux cas.

Ces résultats restent néanmoins encourageantselRappgue l'affinité pour b,p3
des nanoparticules fonctionnalisées est excellatgu’il est donc recevable de supposer
gu’une large part du signal rhodamine observé pravilu ciblage spécifique avea,Bs. Ces
résultats tendent donc a corroborer ceux de |léeparagerie.
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V.5. CONCLUSION

Ce chapitre a montré que nous étions en mesurétdeter de faibles concentrations
en nanoparticules (50-100 pM) dans un modele abigistome chez la souris. La détection
spécifique de lintégrine, 3 a été compliquée par un signal vasculaire impgrtaunsible a
la distinction entre les souris ayant recu I'émansRGD et les souris ayant recu I'émulsion
contrble. Ce signal sanguin, dépendant du schésmilzre de chaque tumeur, est sans doute
responsable des concentrations hétérogenes troauéssin des groupes d’animaux. Malgré
les écarts-types importants qui en résultent, raigeiments convergent vers une différence
significative entre les groupes RGD et contrbleggauant la liaison spécifique des
nanoparticules fonctionnalisées avec lintégringds. Les résultats d’histologie, bien
gu’incomplets, semblent confirmer ce constat.

Cette étude indique la faisabilité de mettre erdéwte I'angiogenése tumorale du
glioblastome en I''RM du'*F, grace & des nanoparticules de PFOB fonctiomesisDe
nouvelles perspectives sont ouvertes par ces aésuftotamment la délivrance directement a
la cible de molécules anti-angiogéniques, promséepour la thérapie du cancer, et
permettant par la méme occasion de contréler ¢afité du traitement par imagerie.

Les résultats présentés dans ce chapitre ontdhjet de posters a 'ISMRM 2011 a

Montréal (Canada) ainsi qu'a la conférence WMIC 200World Molecular Imaging
Congress) a San Diego (Californie, Etats-Unis).
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VI.1. INTRODUCTION : FINALITE D 'UNE SEQUENCE DE SPECTROSCOPIE PONDEREE EN
DIFFUSION

Nous abordons dans ce chapitre un travail encomers, dont le but est la détection
des nanoparticules de PFOB par une autre stradéagpguisition : celle de la spectroscopie
monovoxel pondérée en diffusion.

Nous avons montré au chapitre précédent que lesiresesie concentration en
nanoparticules liées aux récepteuws pouvaient étre polluées par la présence d’'un kigna
non spécifique, provenant des nanoparticules @ntuflans le sang. Notre séquence MES
présente l'intérét de restreindre fortement leuntidbution dans le cas d'un tissu sain
présentant un flux sanguin normal, mais il n'enpas de méme pour les tumeurs, dans
lesquelles le flux est trés lent.

Il existe une solution pour s’affranchir du sigdak spins circulant, méme lentement :
pondérer la séquence en diffusion. Effectivemenirs considere que la pondération en
diffusion n’affecte pas le signal des nanopartisuiées, elle peut permettre de supprimer
sélectivement le signal provenant des nanoparicuda sang. Cette stratégie a été
implémentée avec succes par Waters et al. pouomgerver que le signal de nanoparticules
de PFCE ciblées pouralfs dans un carcinome chez la soyigaters 2008a] La méthode
utilisée est une spectroscopie de diffusion réal@é la base d’'une séquence d’écho de spin.
Les auteurs montrent que le signal dans la tumeste rrelativement stable lorsque les
nanoparticules injectées sont fonctionnalisées, enérb tres élevé (jusqu’a 60000 s/mmg2),
alors que le signal décroit trés vite lorsque lapaparticules ne sont pas fonctionnalisées,
méme pour de faibles pondérations en diffusion.

Etant donné les bons résultats obtenus avec néfueeace MES, il serait a premiére
vue intéressant d'y rajouter des gradients de slffu afin de ne visualiser que le signal
spécifiqgue dans les tumeurs. Nous avons toutefragié cette solution qui peut conduine
vivo a des artefacts importants entravant l'obtenti@s désultats. La spectroscopie de
diffusion occasionne beaucoup moins d’artefacts,darniers se résumant a des déphasages
sur les spectres successifs, et permet une lowafisiu signal plus rigoureuse.

Dans ce contexte, nous avons voulu mettre au pomtséquence de spectroscopie de
diffusion adaptée aux contraintes du PFOB, afim détenir les meilleurs résultats. Nous
confrontons dans la suite deux méthodes. Ellesempiarthacune d'une séquence de
spectroscopie LASER (Localization by Adiabatic Sflee Refocusing)Garwood 2001] La
premiere séquence implémentée est la version ségiaence LASER pondérée en diffusion.
La seconde séquence utilise un module LASER porefédffusion suivi d’'un train CPMG
repris de notre séquence MES. Contrairement a poficddente étude comparant des groupes
d’animaux recevant une émulsion fonctionnaliséauioe émulsion contréle, I'idée est ici de
pouvoir distinguer I'angiogenése tumorale sur cleagas individuel, grace a un RSB élevé
issu d'un voxel unique incluant toute la tumeur aetun signal spécifigue obtenu par
pondération en diffusion. Les expériences préssmiéanontrent cependant que des résultats
sur fantdme, I'application de cette méthode au rieod@imal U87 n'ayant pu étre testée.
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VI1.2. DIFFUSION : PRINCIPES ET MESURE EN RMN

En premier lieu, rappelons les quelques pointsntigte en diffusion nécessaires a la
compréhension des expériences qui vont suivre.

L'IRM de diffusion a pour but de mettre en évidete® molécules en mouvement. Le
principe consiste a rajouter des gradients qui \awagir pour effet de déphaser les spins en
fonction de leur déplacement, le déphasage étantatit plus élevé que le déplacement sera
important[Stejskal 1965] Pour une séquence type écho de spin, les gradientiffusion
sont rajoutés de part et d'autres de I'impulsiorl@86° (séquence de Stejskal-Tanner, Figure
VI.1). Pour les molécules immobiles, le déphasage/qmué par le premier gradient est
parfaitement compensé par le deuxieme gradient.résanche, les molécules s’étant
déplacées ne verront pas le méme champ lors dadgegadient et le déphasage ne sera pas
totalement compensé. Ceci induit une atténuatiosighal caractérisée par I'équation :

S _ s (VI-1)

S

ou ADC désigne le coefficient de diffusion appar@pparent Diffusion Coefficient), qui
peut étre approximé par :

ADC = ) (VI-2)
2T,

oux désigne le déplacement effectué pendant le tempgfdsion 'I&=A-§.

Sy désigne le signal non atténué par la diffusiorb éa pondération en diffusion donnée
par[Le Bihan 1995]:

1)
b=)202G2?(A 3 ) (VI-3)

ou G désigne la force du gradient en Ténla durée du gradient &t le délai séparant
I'application des deux gradients.

— 180° —

90~

A ° /\ °
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A
Figure VI.1. Séquence d’écho de spin pondéréefarsitin.

' s
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VI.3. PROTOCOLE EXPERIMENTAL
VI.3.1. Séquences utilisées

Comme indiqué au premier paragraphe, nos expésepadent de la séquence de
spectroscopie LASER. Cette séquence est reconnue lpogualité de la localisation du
volume sélectionné, grace a I'emploi dimpulsiongliabatiques insensibles aux
inhomogénéités de ;BCette séquence a fait ses preuves a la foisrgnqtee méthode de
spectroscopie monovox@Kassem 2003] ainsi qu’en tant que méthode de prélocalisation
[McNab 2006] Dans cette séquence, une impulsion de 90° adljaleatype AHP (Adiabatic
Half Passage) est suivie par des impulsions de a8@tbatiques type AFP (Adiabatic Full
Passage). Ces impulsions générent des phasesnéairds pouvant entrainer des pertes de
signal, elles sont en conséquence toujours utdipée deux, la seconde impulsion permettant
de corriger la phase non linéaire de la premiernasiAchacune des trois dimensions est
sélectionnée par une paire de pulses adiabatigiies-igure VI.2). Afin de pondérer la
séquence en diffusion, des gradients de polantérse encadrent chaque paire d'impulsions
[Valette 2010] Ce schéma permet une pondération en diffusioensible a I'anisotropie
avec suppression des termes croises.

REL_ A R A A X
Gy == - . B
6, 1 1 L - - g
G, ﬁ i | LN - -

Figure 1IV.2. Séquence LASER pondérée en diffutiarsélection s’opére dans un premier

temps selon x avec une pondération en diffusianszal puis une sélection selon y avec une
pondération en diffusion selon x, et enfin unecii&e selon z et une pondération en diffusion
selon y. Les gradients en noir désignent les spmildestinés a éliminer toute trace d’écho

stimulé dans le cas de 180° imparfaits. L’acquisitest réalisée a la fin des 6 impulsions de
180°.

Cette séquence constitue la premiere séquendséatilSon chronogramme n’est
cependant ici pas « personnalisé » pour le PFOHBalDdes excellents résultats obtenus avec
notre séquence MES, nous avons voulu reprendre @gftroche et exploiter ici également le
fait de disposer d’'unzllong par suppression de la J-modulation et chaiX# le plus court
possible. Nous avons donc implémenté une secompesée reprenant la séquence LASER
ci-dessus, a laquelle un train de 30 impulsiond 8@° adiabatiques identiques a celles du
module LASER a été ajouté (cf. Figure VI.3.b). lignal total recueilli avec cette séquence
correspond a la somme en complexe des 30 échosaCaiite séquence sera désignée dans
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la suite par 'acronyme LASER_MES (LASER Multi Ectle Spin). Le schéma d’acquisition
des deux séquences étant différent, les résultésempés n'auront pas la méme résolution
spectrale : 4096 points pour la séquence LASER4 gtoints pour la séquence LASER_MES.
Les FID acquises avec la séquence LASER_MES cosmgogen réalité 102 points, mais en
raison des délais d’ouverture et de fermeture ABC (Analog-to-Digital Converter), seuls
64 points comportent de I'information. Le signal sexa donc analysé dans la suite que sur
ces 64 points. Cette derniére résolution specpaile paraitre basse, mais elle sera suffisante
dans la mesure ou I'on cherche a ne détecter quie Ietense du G~

RF .
€1
Module
LASER
GY — ponderé —— 00000
en
diffusion
G |
Signal —| \\AAT ww——————
a { )
180° 180°
RF ) /\ A
Gy _ | |
Module
LASER
GY — pondéré I I I I —————
en
diffusion
Gy L1 | I I
Signal | ﬁ'\fbk—‘\mﬁk —————
b - S 4

Figure VI1.3. Chronogrammes simplifies des séquend®SER (a) et LASER_MES (b)

montrant leurs schémas d’acquisition différents.ni@dule LASER (cf. Figure VI.2) permet

la localisation du voxel ainsi que la pondératiom diffusion. Tandis que pour la séquence
LASER l'acquisition est réalisée juste apres ceuted30 impulsions de 180° suivent pour la
séquence LASER_MES. L’'acquisition est réaliséesagitacune des impulsions. Le signal est
la somme des 30 échos acquis.
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VI.3.2. Mise en ceuvre

Les expériences sont réalisées a partir de I'éonulde PFOB utilisée au chapitre
précédent (PFOB 40% en masse, concentration ~98mianoparticules). Afin d’approcher
au mieux les conditions vivo, I'émulsion a été diluée d’'un facteur 500. Leségignces sont
donc menées sur un fantdme de concentration ~18@rpkanoparticules. L’échantillon est
placé dans I'antenne téte.

Dans un premier temps, I'homogénéité du champ denglume sélectionné est
controlée en'H par le protocole FASTMAP (Fast Automatic Shimmifigchnique by
Mapping Along Projections) qui réalise un shim aenpier et deuxiéme ordrgruetter
1993], de fagon a ce que la largeur & mi-hauteur dd@iteau soit inférieure a 10 Hz.

Les acquisition$®F sont ensuite réalisées avec la séquence LASERS 0@ premier
temps, les gradients de diffusion ont une valedlenlla séquence est paramétrée comme
suit : TE = 80 ms, TR = 2000 ms, impulsions adigjgs de bande passante 10 kHz centrées
sur la résonance du ¢Bu PFOB (dans la limite des 11,5 kHz requis paitegla présence
de J-modulation, cf. chapitre Ill), bande passafdequisition 4 kHz, et voxel sélectionné au
milieu de I'échantillon de dimensionx 4 x 4 mnt. La concentration en PFOB étant faible,
chaque spectre acquis est moyenné 7 fois (tempjud&tion 14 secondes). Ce spectre
moyen est acquis a 64 reprises, pour un temps w&tqgn total de 15 minutes. La méme
séquence est ensuite acquise avec des gradiemdsfuon non nuls. La duréé& de ces
gradients est fixée a 4 ms, et le TE de 80 ms ameriemps de diffusionglde 23 ms. Les
gradients sont ajustés pour obtenir une pondératiadiffusion de 5000 s/mma2.

Le méme schéma expérimental est ensuite reprislpa#quence LASER_MES. Les
parametres du module LASER sont ceux décrits gtded e délai séparant les impulsions de
180° du train d’échos est fixé a 30 ms. Cette dogreespond a la durée minimale pouvant
étre choisie (temps d’acquisition 25,5 ms), et citnd un § a 20°C de I'ordre de 750 a 800
ms (cf. chapitre 1ll). Une premiere acquisition esalisée sans gradients de diffusion, puis
avec des gradients de diffusion ajustés pour undgration en diffusion de 5000 s/mm2,

En ce qui concerne la diffusion, rappelons queniasoparticules utilisées ont une
taille de 190 nm, et correspondent donc a de ghpsts) senses étre peu sensibles a la
pondération en diffusion en l'absence de flux. Leefficient de diffusion de ces
nanoparticules dans I'émulsion a été évalué autieui0,001 pmz/ms avec I'équation de

Stokes-Einstein ID=6 KT ou k désigne la constante de Boltzmann, T la teatpér du

fluide, n la viscosité du milieu et Rle rayon hydrodynamique de la molécule considéféa)
comparaison, le coefficient de diffusion des moléswul’eau dans 'eau libre est de 3 pumz2/ms.
Par ailleurs, TADC du PFOB dans les nanopartic@sségalement tres faible (~ 0,001 pum?
d’apres I'équation <VI-2> ou désigne le diametre des nanoparticules).
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VI.3.3. Traitement de données

La finalité de notre étude est de comparer lesopmdnces de chacune des deux
séquences. Le signal étant faible, il convient tifojser leurs résultats par un traitement
adapté. Le but est de minimiser la déviation stahdar les 64 spectres acquis pour chaque
séquence en l'absence de gradient de diffusionr Bela, un programme Matlab a été
implémenté. Ce dernier applique aux 64 FID (ouxa@&uFID moyennes obtenues sur les 30
eéchos dans le cas de la séquence LASER_MES) ue #iponentiel décroissant (ou
exponentiel croissant avant le sommet de I'éch® pificroissant aprés pour la séquence
MES) caractérisé par un facteur LB (Line Broadeniaog élargissement de la raie). Ce
filtrage permet de réduire le bruit en faisant tenkd FID vers 0 quand t augmente, mais il
induit en contrepartie un élargissement de la r@som du Ck Différentes bornes
d’intégration sur le signal spectral sont ensugtéies et une déviation standard relative sur
les 64 spectres est calculée. Au final, le LB stdernes d’intégration choisis sont ceux qui
conduisent a la déviation standard relative la fdilde.

Le RSB est ensuite calculé a b nul comme la moyatend’intégrale sur les 64
spectres sur la déviation standard corresponddmtesensibilité de chaque séquence est
déduite en reprenant la formule <I-60>.

VI.4. RESULTATS

La figure VI.4 montre les spectres obtenus par fetgeole détaillé a la partie
précédente apreés filtrage. Pour chaque cas (ségu&8ER ou séquence LASER_MES, a b
nul ou b=5000 s/mm?), les 64 spectres acquis s@septés, ainsi que leur somme totale. On
constate immédiatement une supériorité¢ de la séguéMSER_MES sur la séquence
LASER : la résonance du gBe distingue bien méme sur les spectres indivddaedjuis en
14 secondes (Figure V1.4.a et VI1.4.e), alors quteddstinction est nettement moins évidente
(Figure VI.4.c), voire impossible (Figure VI.4.gyex la séquence LASER. En conséquence,
le pic du Ck ressort nettement sur la somme totale des spen@a® avec la pondération en
diffusion alors que ce n’est pas le cas avec laegtp LASER (Figure V1.4.h). Par ailleurs,
ces résultats sont corroborés par le traitemest®fés : la déviation standard relative la plus
faible a b nul est de 13% dans le cas de la séquUEASER_MES (avec LB=80), alors
guelle est de 47% avec la séquence LASER (LB=4&fjggérant que la séquence
LASER_MES est moins bruitée que la séquence LASERsdes mémes conditions
expérimentales.

Les sensibilités calculées sont respectivementoflep@nol*.min™’? pour la séquence
LASER_MES et 64 umdlmin? pour la séquence LASER. La pondération en diffusie
ces séquences avec un b=5000 s/mmz2 entraine wee [k signal d’environ 40% dans les
deux cas.
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Figure VI. 4. Série de 64 spectres (& gauche) minse finale (a droite) des 64 spectres acquis
sur le fantbme d’émulsion diluée, apres filtragaimisant la déviation standard sur les 64

spectres : (a,b) avec la séquence LASER_MES a lom®% (c,d) avec la séquence LASER a
b=0 s/mm?, (e,f) avec la séquence LASER_MES a l@=50@m2, (g,h) avec la séquence
LASER a b=5000 s/mmz2. On notera I'excellent sigiggdivré par la séquence LASER_MES, y
compris a b=5000 s/mm2.
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VI.5. DISCUSSION

La séquence LASER_MES apparait comme une séquermeefteuse pour la
spectroscopién vivo de nanoparticules de PFOB. En dépit de leur faiblecentration, la
résonance du GFse distingue sur des spectres individuels acgnisl4 secondes. La
sensibilité de la séquence LASER_MES apparait £gtigs faible que celle de la séquence
MES (200 umof.min*? contre 530 pmdi.min™? cf chapitre Ill), et cette différence peut
s’expliquer d’'une part par le mode d’acquisitiola:séquence LASER_MES implique un
délai inter-impulsion de 30 ms, réduisant la valdurT, (par rapport a la séquence MES
utilisant un TE = 15,5 ms) et limitant par conségue nombre d’échos a 30 (contre 60 échos
dans la séquence MES). D’autre part, les sensgibilites deux séquences sont obtenues a
partir de méthodes différentes : pour la séquen&s Mille est calculée a partir d'un RSB
mesuré sur une image, tandis que pour la séqueAB&ER_MES elle est calculée a partir
d’'une erreur mesurée sur des quantifications répeté parait donc plus juste, pour évaluer
I'efficacité de la séquence LASER_MES, de la compar la séquence LASER dont la
sensibilité a été calculée par le méme procédés Bandernier cas, on constate une nette
supériorité de la séquence LASER_MES sur la ségueASER, avec un gain en sensibilité
proche de trois. Au vu des résultats constatéslesirspectres individuels, la séquence
LASER_MES peut étre utilisée pour mettre rapidement évidence la présence de
nanoparticules au sein d’un organe. En cas deviiggulaire lent, la pondération en diffusion
peut donc étre envisagée pour évaluer la part depaaticules liées a une cible particuliere.

Toutefois, cette quantification en apparence sintju# étre nuancée. La baisse de
signal de 40% constatée avec une pondération frsidih de 5000 s/mmz2 peut paraitre élevée
pour des objets comme les nanoparticules senséedifbeser. Cette baisse importante de
signal s’explique par I'absence de phasage indelidies 64 spectres. En effet, lors de
I'application de gradients de diffusion les spestagquis présentent des variations de phase
en raison de petits mouvements de I'échantillobrétions). L'atténuation de signal constatée
n'est donc pas seulement liée a la diffusion, négmlement a la sommation de spectres de
phase différente. Lorsque le signal est suffisaninieportant, chaque spectre peut étre
rephasé individuellemerPosse 1993] Ce phasage individuel est compliqué ici par e fa
gue les spectres sont bruités en raison des bessesntrations en PFOB. Par ailleurs, les 64
spectres résultent déja pour chacun d’entre eux mioyennage de 7 spectres, et leur phasage
conduiraient donc dans tous les cas a une atténudei signal supérieure a celle provenant de
la diffusion.

Ajoutons a cela que les expériences présenteesti@té réalisées sur fantéme. Il est
probable que le passage & lvivo induise des artefacts supplémentaires en raison des
mouvements physiologiques, et conduise a une ati&nude signal encore plus marquée.
Dans ce contexte, il peut étre favorable d'utilisame synchronisation cardiaque ou
respiratoire (« gating ») pour minimiser les pertes

Malgré ces inconvénients, le signal total obseme@cda séquence LASER_MES en
présence de gradients de diffusion reste de bomraudrappelons que le but de cette
séquence dans notre cas n'est pas de mesurer fiitiene de diffusion, mais de pouvoir
supprimer le signal sanguin pour établir une dififéee de comportement vivo entre une
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emulsion fonctionnalisée et une émulsion non fametalisée. La séquence LASER_MES
pourrait ainsi attester de la spécificité de nanbpdes fonctionnalisées pour une cible
comme l'intégrinen,Bs.

VI.6. CONCLUSION

Ce chapitre a mis en avant une nouvelle méthoddétection des nanoparticules de
PFOB. Grace a l'exploitation des propriétés du PFQ@B séquence de spectroscopie
LASER_MES offre un excellent signal en présenceateentrations proches de celles de I
vivo. Cette séquence pourra d’'une part permettre la emsvidence rapide de nanoparticules
dans les tissus. D’autre part, grace a l'utilisatite nanoparticules fonctionnalisées et d’'une
pondération en diffusion supprimant le signal dasaparticules circulantes, cette séquence
pourrait indiquer la présence de biomarqueurs oogls dans certaines pathologies comme
les tumeurs cérébrales.
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Le but de ce travail de these était le développérdeme méthode de détection de
I'angiogenése tumorale par des agents de coneaseM du'°F.

Le choix de I'agent de contraste s’est porté sumparfluorocarbure connu pour sa
biocompatibilité, le PFOB. Une premiére étape asii@ a développer une méthode
d'imagerie adaptée aux contraintes du PFOB, notarhraeson spectre complexe et a la
présence de couplages liant les différentes résesaMous avons pu montrer que dans une
séquence multi-échos de spin (MES) agissant s@stmance du GFun choix minutieux de
la bande passante des impulsions de 180° exclwargrdupement GF permettait de
s’affranchir du couplage J. Nous avons constaté darcas que le;u CF; était étroitement
lié au choix du TE, ce que nous avons expliquéiparoscillation des spins entre deux modes
de relaxivité différente. Le choix d’'un TE courtnttuisait notamment a un, Trés long,
proche de la seconde. Ainsi, en dépit du choix'ieager qu’une seule résonance du spectre,
notre séquence MES a montré une sensibilit&itro élevée, tres supérieure a celles de
séquences d’écho de gradient ou d'imagerie specipague.

La deuxieme étape a consisté a évainarivo la sensibilité de notre séquence apreés
injection intraveineuse d’émulsions de PFOB chegdaris. Une étude d’oxymétrie dans le
foie et la rate, ou s’accumulent les nanoparticdiésnulsion aprés injection, a montré que
des cartes d’oxygénation d’'une grande précisionvgieant étre obtenues dans ces organes
grace aux RSB élevés, en dépit d’une injection umid'émulsion. Par ailleurs, nous avons
réalisé aussitdt aprés injection une étude de $igolition dynamique d’émulsions de PFOB
incorporant différentes quantités de PEG. Nous svainsi pu suivre I'accumulation des
nanoparticules dans le foie et la rate, et en apstes données sur un modele
pharmacocinétique empirique, nous avons confirménguquantité croissante de PEG dans
les émulsions les rendait plus furtives. La demi-ganguine des émulsions a pu étre
extrapolée a partir des résultats. Ces étudesténte@dues possibles par l'insensibilité de
notre séquence au signal des nanoparticules amtesla causée en particulier par la
sommation incohérente de signaux de phase différpahdant le train d’échos de notre
séquence. Ces applications sont une premiére dangdure ou les études s’étaient heurtées
jusgu’ici & une pollution des mesures par le sigaaiguin.

La troisieme étape a consisté a mettre en évidienpeésence d’'un biomarqueur de
'angiogenése tumorale, l'intégringps, dans un modeéle souris de glioblastome. Nous avons
pour cela comparé les concentrations en nanoplasi¢ctouveées dans la tumeur au cours des
90 minutes suivant l'injection d’'une émulsion ded®-fonctionnalisée avec le peptide RGD,
et d'une émulsion non fonctionnalisée. En dépitadprésence d’un signal sanguin important
lié a la vascularisation anarchique des tumeunss @@ons pu observer que les concentrations
en nanoparticules étaient significativement plevébs pour plusieurs pas de temps lorsque
I'émulsion injectée était fonctionnalisée, suppadanliaison spécifique des nanoparticules
avec l'intégrineo,fs. Ces résultats ont pu étre Iégerement amélioréscariant les animaux
au comportement atypique. Les résultats obtenushistologie, bien gu’incomplets,
semblaient confirmer le ciblage spécifique defl; dans les néo-vaisseaux tumoraux. NoOs
avons ainsi demontré la faisabilité de détectergiageneése tumorale dans le cerveau en IRM
du*°F.
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Un dernier point a introduit une nouvelle séquedeespectroscopie de diffusion
adaptée a la détection du PFOB. Cette séquenéeim@tmentée sur la base d’'une séquence
LASER augmentée d'un train d’échos et une pond#ragn diffusion a été ajoutée dans le
but de s’affranchir du signal vasculaire. Cetteuséige a démontré d’excellents résultats en
présence de concentrations proches de celles gsinvgivo, et méme si ces résultats restent
a confirmer sur I'animal, ils paraissent prometsepour constituer une autre approche de la
détection de nanoparticules de PFOB fonctionnaisée des cas individuels.

En résumé, cette these a été I'occasion de dgwal@e nouveaux outils d’exploration
par 'lRM du **F, notamment une séquence dédiée au PFOB, maidedprincipe pourrait
étre appliqgué a d’autres PFC ayant des propriéddbl Remblables. Cette séquence a été
exploitée sur un systéme préclinique, mais pouétné exportée sur imageur clinique, sous
réserve de travailler a champ plus faible dans ésure ou la déposition d'énergie a 7 T
dépasse les limites imposeées.

Cette thése a également été I'occasion d’appréhetedeapplications en IRM ddF
pouvant avoir un impact sur les protocoles traditglement utilisés aujourd’hui. Ainsi, les
travaux sur la biodistribution ont montré que cetiedalité pouvait constituer une alternative
aux meéthodes de prélévement actuelles en permaitentévaluation non invasive de la
furtivité de certains composés injectés par voiFraueineuse. Cet impact pourra étre
considéré d’'autant plus grand avec I'adjonctionnu#écules médicamenteuses devant agir
sur une cible particuliere : il sera ainsi possitidesuivre a la fois la pharmacocinétique de
telles molécules, de contréler leur accumulatianigweible d’intérét, et de suivre les effets du
traitement a I'échelle moléculaire et macroscopiglieest certes pour le moment peu
envisageable de dépister les tumeurs en cliniquélBM du °F compte-tenu des difficultés
techniques et logistiques que la méthode impliqosi gue de ses limitations dues au signal
et & la faible résolution spatiale, mais a terfiBM du *°F pourrait étre une alternative a
d’autres modalités d'imagerie comme la TEP, et titues une valeur ajoutée pour la
détection et la caractérisation de nombreuses logjies.
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RMN d’émulsions fluorées : développements méthodajiques et application a
I'évaluation de I'oxymétrie et de la biodistribution dans le foie et la rate, et a la détection
de 'angiogenése tumorale dans le cerveau du rongeu

L’objectif ici était de développer une méthode @tedtion des tumeurs cérébrales via
des agents de contraste pour 'lRMdE & 7 teslas. Nous évaluons en particulier le piefen
de cette méthode a mettre en évidence I'angiogeméserale a I'aide d’agents de contraste
fonctionnalisés avec le peptide RGD et ciblantt€grinea,fs, biomarqueur surexprimeé a la
surface des néo-vaisseaux irriguant la tumeur.

Du fait des basses concentrations locales en agetntraste, les efforts portent dans
un premier temps sur I'optimisation d’'une séquemegti échos de spin dédiée a I'imagerie
du PFOB (perfluorooctyl bromure), perfluorocarbbrecompatible choisi pour constituer la
base de nos agents de contraste. Nous montrons guatamétrage minutieux de cette
séquence permet la suppression de la J-modulation eshaussement dy, Tconduisant a
une excellente sensibilitén vitro. La séquence est ensuite testée pour des mesures
d’oxygénation dans le foie et la rate chez la spwapres injection d’'une émulsion de PFOB.
Les résultats indiquent une trés bonne précisiennaesures apres injection d’'une seule dose
d’émulsion. Notre séquence est également utiligée pealiser une étude de biodistribution
dynamique, permettant de suivre 'accumulationrisoparticules d’émulsion dans le foie et
la rate juste aprés injection. Nous montrons pghauas qu'il est possible d’évaluer la furtivité
d’émulsions contenant différentes quantités de RE@y Ethylene Glycol) en ajustant les
données expérimentales sur un modéle pharmacapisétimpirique. La séquence est enfin
utilisée pour détecter des nanoparticules d’émnssionctionnalisées pour cibler I'intégrine
a,B3 dans un modele souris U87 de glioblastome. Noogaoons les concentrations en agent
de contraste obtenues dans la tumeur avec une iémgisntenant le peptide RGD, et une
eémulsion contrble. Les résultats indiquent des eotrations significativement plus élevées
avec I'emulsion RGD gu’avec I'émulsion contréleppasant un ciblage spécifiquengBs par
les nanopatrticules fonctionnalisées. Un derniepitieaest dédié a une nouvelle méthode de
spectroscopie de diffusion éF, dont le but est d’éliminer le signal vasculairevenant des
nanoparticules de PFOB circulantes afin d’évaleesignal ne provenant que des particules
liées.

Mots-clés: IRM du fluor, PFOB, séquence multi-échos de spensibilité, oxymétrie,
biodistribution dynamique, modéle souris de glisbdme, angiogenese tumorale, émulsion
fonctionnalisée, intégrine,ps



