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Introduction générale

L’expérimentation animale est incontournable pour le développement des re-
cherches dans les secteurs de la biologie, de la médecine et de I'industrie pharmaceu-
tique. Les études biomédicales font appel a des modeéles animaux qui visent a mimer
au plus pres les processus physiologiques et pathologiques rencontrés chez I’humain.
Les rongeurs sont des animaux de choix a double titre : d’une part par les facilités
d’élevage et de stabulation en animalerie, d’autre part en raison de I'avénement des
techniques de manipulations génétiques chez la souris.

Les méthodes usuelles d’exploration des animaux vont de I’analyse microsco-
pique des tissus aux études comportementales, en passant par les explorations phy-
siologiques. Dans le domaine de la microscopie, les méthodes d’imagerie récentes
ont permis des progres spectaculaires dans les études cellulaires et moléculaires des
tissus. Cette approche nécessite de sacrifier les animaux.

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses modalités d’imagerie développées
chez ’humain ont été adaptées a 'animal de laboratoire. Parmi elles, 1'imagerie
tomographique a rayons X est devenue une référence pour l'analyse des caracteres
anatomiques et phénotypiques chez la souris. Elle permet notamment d’obtenir sur
un méme animal des images 2D et 3D sans porter atteinte a son intégrité physique.
Cet aspect non invasif permet d’envisager des études longitudinales in vivo, qui
sont un apport précieux pour le suivi dans le temps de 1’évolution d’'une pathologie
ou d'un traitement. Pour les analyses ex vivo d’échantillons biologiques isolées, la
tomographie X permet des images 3D de haute résolution rivalisant ainsi avec les
méthodes standards d’analyse par microscopie.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail de recherche dont les sujets
d’études ont été : (1) le développement d’outils d’analyses spécifiques pour I'imagerie
X 3D des tissus minéralisés et adipeux, (2) 'application des méthodologies dévelop-
pées a des problématiques de recherche biomédicale et (3) I’étude comparative et
"multi-échelle" de différentes technologies de tomographie X pour I'imagerie du petit
animal.
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Dans le premier chapitre de cette theése, nous passons en revue les différentes
méthodes d’imagerie du petit animal : imagerie par rayons X, ultrasons, résonance
magnétique, nucléaire, optique et photo-acoustique. L’analyse comparative des avan-
tages et inconvénients de ces différentes techniques montre la pertinence et l'intérét
de la tomographie dans I'imagerie pré-clinique.

Le chapitre 2 est consacré a la description détaillée de la tomographie X : les
principes physiques du rayonnement électromagnétique X et de ses interactions avec
la matiere, les méthodes de reconstruction tomographique, les différentes configu-
rations géométriques et les criteres permettant ’évaluation des performances d'un
tomographe.

Les différents matériels d’imagerie 3D utilisés dans notre travail sont décrits
dans le chapitre 3 : scanner humain (CT), micro-tomographie (micro-CT) et tomo-
graphie synchrotron.

Les chapitre 4, 5 et 6 sont consacrés a ’étude des tissus minéralisés chez la
souris par micro-CT. La mandibule (os et dents) a été utilisée comme modele pour
le développement de nouveaux outils d’analyses qualitatifs et quantitatifs. La visua-
lisation 3D basée sur le "volume rendering" a permis une analyse comparative des
mandibules entieres, révélant des défauts spécifiques de minéralisation. Des coupes
virtuelles de I'os alvéolaire et des dents ont permis d’analyser les anomalies des tis-
sus avec une précision comparable a la microscopie électronique a balayage. Une
méthode de segmentation de type " region growing " a permis d’extraire le volume
pulpaire des molaires pour caractériser la formation de la dentine. Nous avons ap-
pliqué ces outils a I’étude de souris invalidées pour le géne de la fibromoduline, une
protéine impliquée dans le développement des os et des dents. Nous avons également
étudié les os plats du créne (calvaria) dans un modeéle murin d’ostéoporose induite
par des particules de polyéthylene.

Dans le chapitre 7, nous abordons I'imagerie in vivo du corps entier de la souris
par scanner médical (CT). Nous avons centré notre analyse sur les tissus adipeux.
Pour cela nous avons développé des outils permettant la quantification et la réparti-
tion 3D des amas de graisse dans le corps de la souris. La modélisation de la courbe
Hounsfield avec des mixtures gaussiennes a permis la classification des voxels de
graisse et la détection des régions d’intéréts. La discrimination entre la graisse vis-
cérale et sous-cutanée a été effectuée avec une méthode de segmentation 2D+1 en
initialisant un contour manuel sur une coupe de référence et en le propageant aux
coupes contigiies.

Le chapitre 8 est consacré a une analyse phénotypique globale des différents
tissus, os, dents, graisse et poumons, chez des souris invalidées pour le géene du ré-
cepteur 2B de la sérotonine. L’analyse par micro-CT et CT nous a permis de révéler
des anomalies jusqu’alors inconnues chez ces souris.

Notre objectif dans le chapitre 9 a été d’évaluer les performances et les limites
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de différentes technologies de tomographie X, CT médical, micro-CT in vivo et ex
vivo et synchrotron, pour I'imagerie du petit animal. La comparaison porte sur des
parametres tels que le niveau de bruit relatif, le contraste entre plusieurs types de
tissus, la résolution temporelle. Pour cela, une série d’expériences a été menée sur le
corps entier de souris congelées imagées sur deux scanners médicaux CT (Siemens
Flash CT 2 et Toshiba Aquilon 64), un micro-CT industriel (Viscom 8060 NDT)
et un micro-CT dédié a I'imagerie in vivo (Skyscan 1178). Certaines pieces osseuses
(calvarias, tibias, mandibule) ont été prélevées pour une imagerie haute résolution
sur un micro-CT ex vivo (Skyscan 1172).

Dans le chapitre 10, nous abordons la problématique de l'irradiation. Une sé-
rie d’expériences a eu pour objectif d’évaluer l'irradiation induite lors des examens
d’imagerie. Des mesures de dose avec une chambre d’ionisation ont permis une pre-
miere évaluation de la dose délivrée lors d’un examen avec le micro-CT industriel
Viscom. Cette analyse a été complétée par une étude de dosimétrie par résonance
paramagnétique électronique (RPE) sur des mandibules de souris. Cette méthode
de spectroscopie, pour la premiere fois appliquée au petit animal, nous a permis
d’obtenir une mesure quantitative de l'irradiation absorbée dans la matrice d’hy-
droxyapatite de I’émail des dents. De plus, 'utilisation de la RPE en mode imagerie,
a donné une image 2D de la répartition de la dose absorbée par la mandibule.

L’innovation technologique va de pair avec la mise au point de nouveaux outils
d’analyse d’images adaptés a 1’échelle de ’animal de laboratoire. Dans notre travail,
nous contribuons a I’évolution des technologies vers une utilisation plus généralisée
dans la recherche biomédicale.
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1.1. Modéles animaux et imagerie en recherche biomédicale

1.1 Modeles animaux et imagerie en recherche
biomédicale

Les recherches biomédicales font appel a des modeles animaux qui visent a
mimer au plus pres les processus physiologiques et pathologiques rencontrés chez
I’humain. Les rongeurs sont des animaux de choix a double titre : d'une part par
les facilités d’élevage et de stabulation en animalerie, d’autre part en raison de
I’avénement des techniques de manipulations génétiques chez la souris. Les méthodes
usuelles d’exploration des animaux vont de I'analyse microscopique des tissus aux
études comportementales, en passant par les explorations physiologiques. Dans le
domaine de la microscopie, les méthodes d’imagerie récentes ont permis des progres
spectaculaires dans les études cellulaires et moléculaires des tissus. Cette approche
nécessite de sacrifier les animaux.

Plus récemment, le développement des techniques d’imagerie non invasives a
ouvert un nouveau champ d’investigation sur des organes isolés et chez 1’animal
in vivo sans impliquer de dissection. L’imagerie tomographique permet notamment
d’obtenir sur un méme animal des images 2D et 3D sans porter atteinte a son inté-
grité physique. Cet aspect non invasif permet d’envisager des études longitudinales,
qui sont un apport précieux pour le suivi dans le temps de I’évolution d’une patho-
logie ou d’un traitement.

1.2 Les modalités d’imagerie

Les modalités d’imagerie disponibles chez le petit animal ont pour la plupart
été adaptées a partir des modalités utilisées chez I’humain. Cette transposition de
I’humain a ’animal n’a pu se faire que grace a des avancées technologiques permet-
tant 'analyse de structures a 1’échelle réduite de 'animal. Par exemple, une étude par
imagerie du cerveau dont la résolution est de 6mm chez 'humain passe a 2mm chez le
rat et & quelques centaines de um chez la souris (Figure 1.1) [Del Guerra et al., 2008].

L’augmentation de la résolution implique également une augmentation de la
sensibilité des systemes d’imagerie. Si le volume d’analyse pour le petit animal est
1000 fois plus petit que chez I’humain, alors la concentration de I’élément a mesurer
est 1000 fois plus faible et donne 1000 fois moins de signal. Une autre contrainte
lié au petit animal dans I'imagerie in vivo est liée aux mouvements de I'animal qui
doivent étre évités, ce qui nécessite le plus souvent une anesthésie susceptible de
perturber la physiologie de ’animal.

Les modalités d’imagerie peuvent étre classées suivant qu’elles détectent des
signaux intrinseques a 'organisme (IRM, Ultrasons, imagerie X) et/ou des signaux
induits par un traceur (nucléaires, optiques).
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MOUSE

o
6 MM FWHM 2 MM FWHM =1 MM FWHM
(200MM3) (8BMM?) (=1MM3)
FiGure 1.1 - Comparaison de la taille d'un cerveau humain et d'un cer-

veau de rat (en haut) et des échelles d’investigation correspondantes (en bas)
[Del Guerra et al., 2008]

1.2.1 Imagerie par rayons X

L’imagerie par rayons X regroupe les méthodes pour lesquelles la création de
I'image est basée sur la capacité des tissus a modifier un faisceau de rayons X. La
propriété la plus utilisée en imagerie est I'atténuation.

Les techniques d’imagerie par rayons X sont des techniques d’imagerie par
transmission : un faisceau de photons X, émis depuis une source, traverse l'objet (ou
I'individu) & analyser avant d’arriver sur un détecteur. Les atténuations relatives
des photons X par les différents tissus constituant I'objet permettent d’obtenir le
contraste de I'image radiologique.

1.2.1.1 Radiographie

La radiographie désigne I'imagerie X en 2D, permettant d’obtenir des pro-
jections radiographiques (appelées également radiographies ou radios). En clinique
humaine, cette technique représente encore aujourd’hui le plus gros pourcentage des
examens d’imagerie médicale. Comme chez 'humain, 'imagerie du petit animal a
été d’abord réalisée sur film radiologique avant que des appareils dédiés a ’animal
soient développés avec des capteurs numériques plan.

1.2.1.2 DXA

L’ostéodensitométrie désigne une méthode d’imagerie par absorption biphoto-
nique a rayons X (Double X-Rays Absorption : DXA). Elle permet d’obtenir une
image de densité surfacique exprimée en g/cm? calculée a partir de 'atténuation

7
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relative de deux faisceaux de rayons X d’énergies différentes. La DXA est reconnue
par l'organisation mondiale de la santé (OMS) comme la seule méthode permettant
de diagnostiquer I'ostéoporose en mesurant la densité des os du squelette. La prin-
cipale utilisation de cette méthode chez 'humain est donc la mesure de la densité
minérale osseuse. Cette technique est également utilisée pour 1’étude de la composi-
tion corporelle d’un individu. En classifiant les tissus par rapport a leur densité, on
peut quantifier les proportions de tissus musculaires, adipeux et minéralisés.

Cette technique est disponible chez le petit animal soit en utilisant un appa-
reil dédié a 'humain qui comporte un module d’analyse adapté au rat et la souris
(HOLOGIC), soit avec un appareil exclusivement dédié pour la souris (PIXIMUS).

1.2.1.3 Tomographie

La tomographie est une évolution de la radiographie. Elle repose sur le méme
principe physique de création de I'image par la mesure de I'atténuation des rayons
X dans les tissus mais elle est couplée avec une méthode mathématique permettant
de reconstruire en 3D l'objet (tomographie assistée par ordinateur ou "Computed
Tomography : CT"). Lors de la phase d’acquisition, un mouvement de rotation rela-
tif est donné entre 1'objet et I’ensemble source/capteur permettant I'acquisition de
projections autour de l'objet. Le volume de données représentant 1'objet est alors
constitué de I'empilement des coupes reconstruites mathématiquement a partir de
ces projections.

Ce type d’imagerie a été utilisé pour la premiere fois chez 'humain en 1974 par
Sir G. Hounsfield. Cette technique a ensuite connu de nombreuses évolutions et a été
adaptée pour des applications dans les domaines de I'industrie et de la recherche avec
des problématiques nécessitant une échelle d’investigation plus fine. Les appareils de
tomographie dont la résolution est inférieure au mm, couramment nommé micro-
CT, ont commencé a étre développés dans les années 1980 [Seguin et al., 1985].
L’analyse de la micro-architecture osseuse a grandement participé au développe-
ment des micro-CT durant les années 1990 en étant 1'une des premieres applica-
tions [Kuhn et al., 1990] [Dedrick et al., 1993] [Ito et al., 1998] [Engelke et al., 1993]
[Ruegsegger et al., 1996] [Peyrin et al., 1998] [Kapadia et al., 1998] [Muller et al., 1998|.

C’est seulement en 1999 que le premier micro-CT dédié a I'imagerie in vivo
du petit animal a été développé par une équipe de I'université de Duke (Oak Ridge,
USA) dans le but d’analyser les modifications anatomiques induites lors de modifi-
cations génétiques sur des souris [Paulus et al., 1999]. Il existe aujourd’hui de nom-
breux appareils commerciaux permettant l'imagerie ex vivo et aussi in vivo (Tableau
1.1).

1.2.2 Imagerie ultrasonore
1.2.2.1 Imagerie anatomique

L’imagerie ultrasonore, technique de mesure par réflexion, repose sur la capa-
cité des ondes mécaniques a se propager dans les tissus biologiques mous et a se
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Fabricant

Produits

Site web

Biomedical Imaging Re-
search (BIR), VARIAN
Inc., USA

Bioscan Inc., USA

Caliper  LifeSciences,

USA

CT Imaging GmBh, Al-
lemagne

Echo Medical Systems,
USA

Gamma Medica-ldeas,
Inc., USA

GE Medical Systems,
USA

NanoFocusRay Co.,
Ltd, Korea
Phoenix X-Ray, Alle-

magne

SCANCO Medical AG,
Suisse

Siemens AG, Allemagne

SkyScan, Belgique

Stratec Medizintechnik
GmbH, Allemagne

XRadia, USA

YXLON International
GmbH, Allemagne

ACTIS 150/90 Desktop, ACTIS 150/130
Desktop, ACTIS 200/225 Desktop

NanoSPECT/CT, NanoPET/CT

QUANTUM FX pCT

Tomoscope Synergy

LaTheta LCT-200, LaTheta LCT-100A

FLEX Triumph

eXplore Locus, eXplore Locus SP, eXplore
CT 120, eXplore Vista PET/CT, Triumph

NFR Polaris-G90, NFR Polaris-S130

Nanotom m, Nanotom s, v-tome-x s

viva CT 75, viva CT 40, extremCT, pCT
35, uCT 40, uCT 50 (nano CT), uCT 80,
#CT 100

Inveon Micro CT

SkyScan 1076 in-vivo, SkyScan 1176
high-resolution, SkyScan 1178 high-
throughput,  SkyScan 1172  high-

resolution, SkyScan 1174 compact

XCT 3000 Research, XCT Research SA /
SA Plus, XCT Research M / M Plus, XCT
2000L Peripheral QCT Scanner, XCT
3000 Peripheral QCT Scanner

VersaXRM-500, MicroXCT-200,
MicroXCT-400, UltraXRM-L200

Yxlon Y.Fox uCT

www.bio-imaging.com

www.bioscan.com

www.caliperls.com

www.ct-imaging.de

www.echomri.com

www.gm-ideas.com

www.gehealthcare.com

http ://nanofocusray.en.ec21.cor

www.phoenix-xray.com

www.scanco.ch

www.medical.siemens.com

www.skyscan.be

www.stratec-med.com

www.xradia.com

www.yxlon.com

TABLE 1.1 — Liste des micro-CT ez vivo et in vivo disponibles sur le marché
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réfléchir aux interfaces des milieux d’impédances différentes. Le transducteur ultra-
sonore est positionné a la surface de la zone d’analyse et est en contact avec celle-ci
grace a 'interférence avec un milieu permettant la propagation du signal. L’image
ultrasonore est créée en enregistrant 1’écho du signal émis par le transducteur suivant
plusieurs orientations, permettant de génerer des images 2D ou 3D. La dimension
du champ de vue de I'image dépend de la largeur de balayage du faisceau alors que
la profondeur d’investigation et la résolution dépendent de la fréquence d’émission
des ultrasons. Plus la fréquence est haute, plus la résolution est élevée mais plus la
profondeur de pénétration est faible. Il est donc impossible d’imager a haute réso-
lution des organes profonds.

Pour des fréquences comprises entre 3M Hz et 80M H z, les résolutions sont
comprises entre 1lmm et 30um. Pour le petit animal, les fréquences utilisées sont
de l'ordre de 20 a 60M Hz (contre 2 a 12M Hs chez 'humain) et permettent 1’ob-
servation anatomique de tissus entre 5 et 15mm de profondeur avec des résolutions
spatiales de quelques dizaines de um.

1.2.2.2 Imagerie Doppler

L’échographie Doppler permet de déterminer des parametres fonctionnels a
partir de la mesure de la vitesse de tissus en mouvement (valves cardiaques, sang,
...). Les vitesses sont recueillies par 1'analyse de la variation fréquentielle entre les
ondes émises et regues lorsque celle-ci rencontrent une cible en déplacement. La
vitesse ou le sens de circulation de sang sont un exemple de parametres fonction-
nels. Ces informations sont de plus superposables a I'imagerie anatomique. Il existe
aujourd’hui plusieurs sociétés proposant des systemes dédiés au petit animal.

1.2.2.3 Elastographie ultrasonore

L’élastographie permet I'analyse des propriétés mécaniques des tissus. Son but
est de produire une cartographie relative a l'élasticité a partir de la génération et
de I'étude de la vitesse de propagation d’ondes de cisaillement dans les tissus. Cette
technique est particulierement utile pour repérer et analyser des tumeurs cancé-
reuses dont le développement s’accompagne d’un changement local de propriétés
mécaniques [Tanter et al., 2009]. Comme pour les autres techniques ultrasonores,
I'élastographie présente une résolution temporelle trés bonne [Zhang et al., 2010],
permettant une imagerie quasi temps-réel [Tanter et al., 2010]. La résolution spa-
tiale atteinte avec les plus récents appareils permet 1’étude du foie dans des mo-
deles de fibrose [Bastard et al., 2011] et méme ’étude du cerveau de rat en 3D
[Mace et al., 2010].

1.2.2.4 Agents de contraste et imagerie moléculaire ultrasonore

Afin de renforcer le contraste dans les tissus mous, des techniques a base de
microbulles de gaz sont en développement [Ferrara et al., 2007]. Ces microbulles,
de taille équivalente a des globules rouges, possedent des propriétés de densité et
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de compressibilité différentes des tissus biologiques, permettant le rehaussement du
signal ultrasonore. Ces microbulles peuvent de plus étre liées a des molécules et servir
ainsi de sondes pour une imagerie moléculaire [Voigt, 2009] [Hauwel et al., 2010]
[Anderson et al., 2010]

1.2.2.5 Bilan des techniques ultrasonores

L’imagerie ultrasonore permet I’étude haute résolution des organes mous et peu
profonds de la souris de fagcon non invasive et en temps réel. En plus de I'imagerie
anatomique qui peut étre en 3D, des informations quantitatives fonctionnelles sont
possibles avec I'imagerie Doppler. Le renforcement du contraste des tissus mous
nécessite 1'utilisation d’agent de contraste.

Les systémes ultrasonores présentent ’avantage d’étre relativement peu oné-
reux, peu encombrants mais surtout d’étre non invasif pour ’animal.

1.2.3 Imagerie par résonance magnétique
1.2.3.1 Principe de la Résonance Magnétique Nucléaire

La résonance magnétique repose sur la détection de signaux issus des propriétés
magnétiques des noyaux de spin non nul. Les noyaux d’intérét biologiques possédant
de telles propriétés sont les noyaux d’hydrogeéne (*H), de l'isotope du carbone (2C),
du fluor (*F), du phosphore (3'P) et du sodium (**Na). L’imagerie par résonance
magnétique (IRM) repose presque uniquement sur I’étude du noyau d’hydrogene qui
est présent dans la molécule d’eau et donc en grande quantité dans les tissus biolo-
giques.

En présence d'un champ magnétique stable et intense (60000 fois le champ
magnétique terrestre) généré par un aimant supraconducteur, les spins des noyaux
s’alignent avec ce champ. Des champs magnétiques oscillants plus faibles, dits radio
fréquences, sont utilisés pour induire une légere modification de 'alignement des
spins laquelle dépend de la molécule auxquelles ils appartiennent et de l'intensité
du champ magnétique. Le retour a la position d’équilibre magnétique (relaxation)
va entrainer une perturbation du flux électromagnétique qui peut étre mesurée.
Les images de contraste magnétique sont le reflet de la mesure de ces temps de
relaxation, qui peut étre longitudinale (7'1) ou transversale (72). En appliquant
des champs magnétiques non-uniformes (gradients), il est possible d’obtenir une
localisation spatiale permettant I'imagerie 2D ou 3D.

1.2.3.2 IRM anatomique

L’TRM anatomique exploite les images de contraste 71 ou T2, qui refletent la
distribution spatiale des atomes d’hydrogene. Cette imagerie permet intrinsequement
d’avoir un fort contraste dans les tissus mous composés majoritairement d’eau, a
I'inverse de la tomographie a rayons X. Alors que chez I'’humain les résolutions
spatiales sont de I’ordre de 1mm, les résolutions chez le petit animal doivent atteindre
quelques dizaines de um. Ces résolutions ne sont possibles qu’avec des gradients et
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des champs magnétiques tres intenses (entre 3 et 12 T'esla). La sensibilité, qui dépend
de la taille du volume élémentaire, implique de faire des compromis entre la durée de
I'acquisition et la résolution temporelle. Par exemple, il est impossible d’avoir une
imagerie tres résolue et tres rapide.

1.2.3.3 IRM fonctionnelle

L’IRMf BOLD (pour "Blood Oxygenation Level Dependant") permet d’ob-
tenir des informations fonctionnelles sur l'activité cérébrale en se basant sur 1’hy-
pothese qu'une zone du cerveau en activité voit sa concentration locale en oxy-
gene augmenter. De par la consommation d’oxygene, la concentration dans le sang
de l'oxyhémoglobine (qui transporte 'oxygene) diminue au profit de la désoxyhé-
moglobine. Cette molécule a un moment magnétique non nul et est détectable en
IRM. La variation locale de la susceptibilité magnétique permet alors d’observer in-
directement des zones consommatrices d’oxygene et donc des zones d’activité du
cerveau. Cette technique développée chez 'humain a été adaptée a 1'échelle du
petit animal [Sanganahalli et al., 2008] [der Linden et al., 2009] [Weng et al., 2010]
[Mueggler et al., 2010].

La méthode BOLD est de plus utilisée comme moyen d’investigation de 'oxy-
génation des tumeurs [Zhao et al., 2009]. La désoxyhémoglobine est alors utilisée
comme agent de contraste endogene. Apres inhalation d’un gaz hyperoxique (95%0-
et 5%C0Os,), une variation du rapport entre désoxyhémoglobine et oxyhémoglobine
peut étre induite dans des tumeurs hypoxiques. La modification du signal lié a cette
variation permet d’obtenir des informations sur fonctionnalité de la vascularisation
du tissu tumoral.

1.2.3.4 IRM moléculaire

En s’appuyant sur l'utilisation d’agent de contraste a base de gadolinium
(Gd?T), de manganeése (Mn?"), de fer (Fe3") ou de marqueurs magnétiques (anti-
corps associés a une nanoparticule) [Weissleder et al., 2000], 'TRM peut étre utilisée
comme une imagerie moléculaire [Louie et al., 2000] [Genove et al., 2005].

1.2.3.5 Bilan des techniques d’IRM

Les techniques et les applications de 'TRM sont tres nombreuses. Les informa-
tions anatomiques haute résolution et les informations physiologiques et pharmaco-
logiques obtenues par IRM ont permis des applications variées dans de nombreux
domaines : neurologie, cardiovasculaire, respiratoire, gastro-intestinale, pathologies
osseuses, oncologie. Cette technique présente cependant des inconvénients : sa résolu-
tion temporelle est limitée par sa sensibilité relativement faible, sa mise en oeuvre est
relativement complexe et nécessite une grande expertise [Benveniste and Blackband, 2002]
et son cotit d’exploitation reste encore aujourd’hui tres élevé.
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1.2.4 Imagerie nucléaire

Les techniques d’imagerie nucléaire sont basées sur la détection au cours du
temps de signaux émis par un traceur radiomarqué, par un isotope S en Tomogra-
phie par Emission de Positon (TEP ou "Positron Emission Tomography : PET") ou
par un émetteur v en Tomographie par émission mono-photonique (TEMP ou "Single
Photon Emission Computed Tomography : SPECT"). Les traceurs se diluent dans
le flux des autres molécules de 'organisme et sont détectés grace au rayonnement
qu’ils émettent. La détermination de la concentration locale de radioactivité permet
d’obtenir deux types d’informations : une information spatiale sur la zone de fixa-
tion du traceur et une information temporelle sur la cinétique de fixation du traceur.
Ces techniques employées chez I’humain en cancérologie, en neurologie ou encore en
cardiologie ont pu étre adaptées au petit animal grace au développement dans les
années 90 de caméras PET et SPECT avec notamment une meilleure résolution
spatiale et une architecte plus compacte [Lecomte et al., 1996] [Jeavons et al., 1999
[Chatziioannou et al., 1999] [Valva Ochos et al., 1997].

1.2.4.1 Imagerie PET

La désintégration des isotopes 3 (les plus utilisés sont ¥ F, le "'C et le °0)
émet un positon qui apres un court déplacement (de I'orde du milimetre) va s’anni-
hiler en présence d'un électron du milieu environnant provoquant I’émission de deux
photons gamma de 511keV a 180° 'un de l'autre. La détection en coincidence de ces
deux photons gamma couplée avec une méthode de reconstruction tomographique
permet d’obtenir I'image TEP.

A cause de la durée de vie tres courte des radio-isotopes, cette technique né-
cessite que I'équipement soit installé a proximité d’un cyclotron et d’un laboratoire
de biochimie permettant la production et la mise en oeuvre des isotopes.

Les systemes micro-PET développés pour le petit animal ont une résolution
limitée de l'ordre de 1mm et 2mm, mais bénéficient d’'une haute sensibilité d’envi-
ron 10~ 'mole/L [Dobrucki and Sinusas, 2005]. Les temps d’acquisition d’une image
peuvent étre relativement courts (de I'ordre de la seconde) permettant par exemple
I'étude dynamique du coeur [Schelbert et al., 2003] [Croteau et al., 2003] mais sur-
tout I'étude dans le temps de 1’évolution du traceur.

1.2.4.2 Imagerie SPECT

En imagerie SPECT, le signal mesuré est un photon gamma qui est émis par
un radiotraceur (le plus utilisé est le 27, les autres sont M n, 23] 1257 131] of
20174). Un collimateur est utilisé au niveau de la caméra pour permettre la sélection
des photons gamma émis suivant une incidence particuliere. L’acquisition d’images
autour de 'animal permet d’obtenir apres reconstruction tomographique une image
SPECT 3D.

Contrairement au PET, les radio-traceurs utilisés pour le SPECT disposent
d’une période de demi-vie plus longue ne nécessitant pas de centre de production de
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radio-isotope a proximité du laboratoire d’analyse.

Alors que lefficacité de détection est de l'ordre de 5% pour le PET, elle est
limitée a environ 0.05% pour le SPECT notamment a cause de la collimation. Cette
faible sensibilité induit une résolution temporelle plus mauvaise que le PET (une
acquisition dure en moyenne une heure) rendant impossible 'étude dans le temps
du suivi d'un radio-traceur. Les études en SPECT, la plupart du temps statique,
permettent d’obtenir la distribution "quasi-stable" du radio-traceur dans un organe.

1.2.4.3 Bilan des techniques nucléaires

Les techniques d’imagerie PET et SPECT appliquées au petit animal se dis-
tinguent des autres techniques d’imagerie moléculaire. Leur sensibilité élevée permet
la quantification de concentrations moléculaires tres faibles (jusqua 10~ *2mole/L).
La grande variété des traceurs radioactifs permet de nombreuses applications en on-
cologie, pour I'évaluation de nouveaux radiopharmaceutiques ou encore pour 1’étude
de lexpression des genes. Ce type d’imagerie apporte également des informations
fonctionnelles qui sont complémentaires a l'imagerie anatomique.

Ces techniques présentent plusieurs limitations. Intrinsequement, elles ne per-
mettant pas d’obtenir d’informations anatomiques et présentant une faible résolution
spatiale comprise entre 1mm et 2mm. Ces méthodes sont presque toujours couplées
a une imagerie micro-CT (quelques fois avec IRM) permettant d’obtenir une loca-
lisation anatomique apres recalage des deux acquisitions. La résolution temporelle
assez longue est dans le cas du SPECT un élément supplémentaire participant a la
complexité de mise en oeuvre de ces deux techniques, générant des cotits d’exploi-
tation élevés. Enfin ce type d’imagerie utilise des rayonnements ionisants qui vont
induire des doses élevées lors des examens d’imagerie, ce qui impose de prendre en
considération ces doses et leur innocuité par rapport a la problématique de I’étude.

1.2.5 Imagerie optique
1.2.5.1 Fluorescence

Pour obtenir une image de fluorescence, un fluorophore (colorant fluorescent)
lié chimiquement a une molécule, est stimulé par une source de lumiere externe d’une
longueur d’onde donnée (exemple : diode laser) afin de promouvoir 'excitation élec-
tronique. Une fois excité, le fluorophore émet de la lumiere avec une longueur d’onde
plus grande que celle de 'excitation. Un filtre situé devant le détecteur laisse passer
la lumiere émise mais bloque la lumiére d’excitation, permettant ainsi de ne détecter
que la fluorescence émise par le fluorophore.

L’imagerie de fluorescence a de nombreuses applications : cancérologie (étude
de la geneése des tumeurs, de la détection de cancer, des métastases), développement
de nouveaux outils thérapeutiques, la thérapie génique [Ntziachristos et al., 2005]
[Graves et al., 2004].

L’imagerie de fluorescence est avant tout une technique de microscopie pour
I'investigation ex wvivo, in wvitro ou encore intravitale. Des techniques d’imagerie a
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I’échelle macroscopique, permettant 'imagerie du corps entier, ont été développées

depuis une dizaine d’années. La tomographie de fluorescence ("'Fluorescence Molecu-

lar Tomography' : FMT) permet I'imagerie en 3D de la souris entiére [Ntziachristos et al., 2002].
La FMT a été utilisée pour I’étude de souris avec des modeles de tumeurs et permet

la quantification et la visualisation de 'activité moléculaire dans des souris in vivo

et en 3D [Graves et al., 2004].

La tomographie de fluorescence désigne deux technologies d’acquisitions. Pour
la premiere, les images obtenues autour de ’animal sur 360° sont reconstruites avec
des méthodes tomographique "classiques" [Song et al., 2007| [Lasser and Ntziachristos, 2007]
[Deliolanis et al., 2007]. La seconde méthode, moins intuitive, utilise une plaque per-
cée de trous répartis suivant une grille et placée sous I'animal. Une excitation par
la source de lumiere externe est effectuée au niveau de chaque trou. Il y a alors
autant d’images de fluorescence qu’il y a de trous. La méthode de reconstruction
utilisée ensuite est basée sur des modeles mathématiques de diffusion de la lumiere
dans les tissus. En utilisant les différentes images et en tenant compte de la position
de la source d’excitation, il est possible de reconstruire la profondeur du signal de
fluorescence [Wang et al., 2007]. Cette méthode est celle employée dans le systeme
FMT 2500 LX distribué par la société Perkin Elmer.

1.2.5.2 Bioluminescence

Contrairement a la fluorescence, I'imagerie par bioluminescence réagit a un
stimulus donné in vivo et ne nécessite pas de source d’excitation externe. L’enzyme
utilisée comme stimulus la plus connue est la luciférase (elle permet aux luciolles de
produire de la lumiére). En présence d’oxygene et d’adenosine triphosphate (ATP),
la luciférase se décompose en D-luciférine, produisant ainsi une lumiere dans le
visible. Comme I’ATP n’est produit que dans des cellules dont le métabolisme est
actif, seules ces cellules émettront des photons. Pour capter ces photons émis en
faible nombre, il est nécessaire d’utiliser une caméra CCD haute sensibilité refroidie
a basse température (autour de —100°C') pour diminuer le bruit électronique. De
plus I'animal est placé dans une chambre noire empéchant toute entrée de lumiere
extérieure afin d’éviter un bruit de fond.

Une description plus détaillée des principes de la bioluminescence est décrite
dans la these de Smail Akkoul 77 ?7.

Parmi les applications les plus connues de I'imagerie par bioluminescence, on
compte la détection in vivo non invasive de tumeurs, la quantification de la crois-
sance tumorale et la progression du cancer (métastases). Des applications en in-
fectiologie [Hutchens and Luker, 2007] [Francis et al., 2000] et en thérapie génique
[Ray et al., 2008] ont également été développées.

Cette technique est non invasive [Contag and Ross, 2002] et présente 1'avan-
tage d’étre peu onéreuse et rapide a mettre en oeuvre. Il faut remarquer que la
résolution, qui peut atteindre 60um, se dégrade avec la profondeur a cause de I'at-
ténuation et de la diffusion dans les tissus traversés |Rice et al., 2001]. Ces effets
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peuvent biaiser la quantification sur des tissus non superficiels, c¢’est pourquoi des
méthodes de corrections par traitement d’images avec des techniques de déconvolu-
tion ont ét¢ développées [?] et mises en oeuvre [Pesnel, 2010].

Des travaux ont permis de réaliser des systemes de bioluminescence en 3D.
Un des systemes commercialisés consiste en un mouvement de translation circulaire
de 'animal couplé a une méthode de reconstruction tomographique proposait un
gain par rapport au systeme 2D par I'ajout de la notion de profondeur. Ce systeme,
beaucoup plus bruité, imposait une complexité de mise oeuvre trop importante, no-
tamment par rapport au temps d’acquisition (cet appareil n’est plus commercialisé).
Un autre systéme propose une reconstruction "pseudo 3D" permettant une recons-
truction de la profondeur a partir de ’enveloppe externe de ’animal. Ce systeme est
celui de l'appareil VIS Spectrum proposé par la société Caliper LifeSciences.

1.2.5.3 OCT

La tomographie a cohérence optique ("Optical Coherence Tomography' : OCT)
mise au point a partir de 1991 permet d’obtenir une image 3D de la diffusion de la
lumiere dans des tissus biologiques. C’est une technique d’interférométrie utilisant
une lumiere dans le proche infrarouge. L’utilisation de ces longueurs d’ondes permet
une bonne pénétration dans les tissus. A titre de comparaison, les profondeurs de
pénétration de la microscopie confocale sont plus faibles. La résolution des images
obtenues peut atteindre des résolutions en dessous du um.

En 1990, la premiere application biomédicale de cette technique a permis d’ima-
ger en 2D le fond d’un oeil humain [Fercher, 1990]. Elle est aujourd’hui massivement
utilisé en 3D en routine par les ophtalmologistes pour 1’étude du fond de I'oeil, ap-
pliqué au diagnostic de la dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) ou du glau-
come. Ce n’est que tres récemment que cette technique a été appliquée au petit ani-
mal, d’abord pour des études oculaires a tres haute résolution [Ruggeri et al., 2009].
Elle a ensuite été mise en oeuvre pour I'imagerie morphologique de polypes intesti-
naux [Chen et al., 2010], I'étude de modeles de cancer du colon a 'échelle de I'abdo-
men [Winkler et al., 2010], I’étude quantitative du flux sanguin cérébrale chez le rat
[Srinivasan et al., 2010] ou encore ’étude du systeme cardio-vasculaire de I’embryon
de souris [Luo et al., 2006] [Jenkins et al., 2006].

Cette technique présente I'avantage d’étre non invasive et réalisée sans contact
(par opposition aux ultrasons). Elle offre une imagerie 3D avec une haute résolution
spatiale mais surtout une résolution temporelle tres élevée permettant l'imagerie
dynamique.

1.2.5.4 Imagerie de tomographie optique de projection

La tomographie optique par projection ("Optical Projection Tomography" :
OPT) est une technique récente, développée en 2002 dans le but d’imager en 3D des
organismes au cours de leur développement [Sharpe et al., 2002]. Cette technique
est particulierement bien adaptée a I'imagerie de petits échantillons biologiques (de
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1 & 10mm de diametre) comme des foetus de souris [Colas and Sharpe, 2009] ou des
invertébrés [Rieckher et al., 2011]. Elle est basée sur la transmission de la lumiere
visible a travers des tissus biologiques. Des images de projection sont obtenues a
travers 1’échantillon, puis reconstruites avec des méthodes de reconstruction tomo-
graphiques "classiques'. L’échantillon doit par contre avoir recu une préparation
spécifique le rendant plus ou moins transparent. Elle peut également étre utilisée
comme une technique de fluorescence 3D haute résolution.

Cette technique permet une imagerie 3D anatomique haute résolution située
entre 'IRM et la microscopie confocale en terme d’échelle d'investigation [Sharpe, 2004].
La visualisation et la quantification 3D de lésions athérosclérotiques dans les arteres
de souris illustre bien cette échelle d’investigation [Kirkby et al., 2011]. De plus, des
études sur le pancréas de souris dans des modeles de pathogénese de diabétes de
type 1 en sont des exemples d’applications de cette technique comme imagerie mo-
léculaire [Alanentalo et al., 2008] [Alanentalo et al., 2010].

L’OPT permet l'imagerie spatio-temporelle de 'expression des genes et des
altérations anatomiques avec une résolution de l'ordre de grandeur de la cellule, elle
utilise soit la fluorescence soit 'absortion comme source de contraste [Rieckher et al., 2011]
(Figure 1.2).

FIGURE 1.2 — Visualisations 3D (a gauche) et coupes virtuelles obtenues par OPT
avec un embryon de souris transgénique (E10.6 Pax-6) (illustation modifiée a partir
de www.bioptonics.com)

1.2.6 Imagerie photoacoustique

L’imagerie de tomographie photo-acoustique ou opto-acoustique("Photoacoustic
CT") combine les avantages de l'imagerie optique en terme de contraste et la haute
résolution de I'imagerie ultrasonore en une seule modalité [Wang, 2008]. La péné-
tration dans les tissus est plus importante que pour I'imagerie OCT.

Les développements de cette technique sont en pleine évolution. En 2009, Ga-
melin propose un systeme permettant l'imagerie in vivo en 2D en temps réel a
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8images/sec avec une résolution inférieure a 200um [Gamelin et al., 2009]. Des tra-
vaux plus récents montrent la faisabilité de I'imagerie 3D du corps entier du petit
animal avec une résolution 2D de 100um, une épaisseur de coupe de 1mm et une
acquisition rapide [Xia et al., 2011]. Le seul appareil commercial disponible aujour-
d’hui est proposé par la société Endra, Inc. avec une résolution spatiale inférieure a
280pm et un champ de vue supérieur a 20mm (Figure 1.3).

. BB

spleen

right ‘

kidney left

kidney

Nexus 128 -~ 2
e, Mouse under gus Photoacoustic CT image of mouse
W Py anesthesia ready (Courtesyof Or R Krygev, OptosSonics, ing)
sconner . .

’ for imoging

FI1GURE 1.3 — Mllustration de I'appareil Nexus128 de tomographie photoacoustique
(a gauche) et image de 'abdomen d’une souris (& droite) (Illustration modifiée &
partir de "www.endrainc.com")
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1.3 Synthese sur les techniques d’imagerie chez le
petit animal

Il existe aujourd’hui de nombreuses techniques d’imagerie pour le petit ani-
mal. La plupart des modalités présentent des caractéristiques différentes permettant
chacune de répondre a des problématiques spécifiques. Le Tableau 1.2 synthétise les
caractéristiques des modalités décrites précédemment.

La complémentarité de ces techniques d’imagerie est bien illustrée par les dé-
veloppements récents et la généralisation de 'imagerie multi-modale. Elles peuvent
également étre concurrentes lorsqu’elles apportent des informations de méme na-
ture. Par exemple, en imagerie anatomique, I'TRM peut dans certains cas apporter
la méme information que la tomographie X, mais avec des caractéristiques d’acqui-
sition différentes.

Que ce soit pour leur complémentarité ou leur concurrence, ces techniques né-
cessitent une comparaison précise et objective afin d’identifier au mieux la ou les
meilleures modalités permettant de répondre a la problématique de I'étude. Trois
principaux criteres sont admis pour I’évaluation des performances des techniques
d’imagerie du petit animal [Corot, 2004] [Guibauld et al., 2005] : la résolution spa-
tiale, le contraste et la résolution temporelle. Afin de compléter cette comparaison
dépendante de la performance, il est intéressant de renseigner sur les colit d’exploi-
tation de I'imagerie.

Le Tableau 1.3 illustre la comparaison des techniques suivant les trois criteres
de performance et les cofits liés a I'imagerie. D’apres ces informations la tomographie
X est la méthode offrant le meilleure compromis entre résolution spatiale, résolution
temporelle et cotlit d’exploitation.

Une autre approche pour la comparaison des modalités consiste a distinguer
les différentes cibles d’investigation : anatomique, physiologique, métabolique et mo-
léculaire (Figure 1.4).

Anatomie Physiologie Métabolisme Moléculaire
us| | —
w’m| | e
o I [
Nucléaire = Il
Optique — - "

F1GURE 1.4 — Différentes cibles d’investigation pour les modalités d’imagerie du
petit animal
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Technique | Résolution| Résolution Traceurs | Applications Limitations
spatiale temporelle ou
agents de
contraste
Micro- 10 nm | sec/min/ iode imagerie ana- | contraste tissus mous,
CT - 1 mm | heure tomique, phy- | rayonnement ionisant
er vivo, siologique et
10pum in fonctionnelle
VIO
Ultrasons | 50-500 10 ms - 1 | microbulles imagerie morpholo- | pénétration limitée, arte-
wm min gique et physiolo- | facts dus a 'air et aux os,
gique des organes | interprétation des images
peu profonds
IRM 100 pm - | min/heure Gd*t, phénotypage ana- | Faible sensibilité, temps
5 mm Mn?t, tomique, imagerie | d’acquisition et de traite-
Fe3t physiologique, ments des données longs,
fonctionnelle et | cotit élevé
moléculaire
PET 1-2 mm 10 sec/min B 110 | métabolisme cyclotron et radiochimie,
150 cellulaire, phy- | rayonnements ionisants,
siologiques et | faible résolution spatiale,
fonctionnelles, mauvaise quantification
pharmacociné-
tique, moléculaire,
expression génique
SPECT 1-2 mm 100 sec 99T, anticorps, peptides, | collimation, faible sensibi-
iy pharmacocinétique | lité, mauvaise résolution
1231 spatiale, rayonnement io-
1257 nisant
1317
201Ti
Optique 1—5mm | sec - min GFP, imagerie  molécu- | résolution spatiale faible,
(fluores- Cyb.5, laire, expression | atténuation dans les tis-
cence, Lucifé- génique sus, profondeur
biolumi- rine
nescence)
oCT wm < sec imagerie morpholo- | profondeur de pénétration
gique et fonction- | limitée, mise en oeuvre
nelle
OoPT um heure GFP, imagerie  molécu- | applications limitées,
Cy5.5 laire, expression | préparation et taille des
génique échantillons
Photo 100-300 < sec Traceurs Applications Limitations
Acoustic | um ou
CT agents de
contraste

TABLE 1.2 — Caractéristiques des différentes techniques disponibles pour 'imagerie
non-invasive du petit animal
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Spatiale | Contraste | Temporelle | Cotits

Rayons X ++++ + +++ +++

Ultrasons ++ ++ +++ ++++
IRM +4+ ++ ++ +
PET + ++++ ++ +
SPECT n +++ ¥ n
Optique + ++++ +++ ++
Photo acoustic CT ++ +++ +++ ?

TABLE 1.3 — Criteres d’évaluation pour la comparaison des modalités d’imagerie du
petit animal

1.4 Conclusion

L’imagerie par tomographie X a été une des premiere modalité disponible chez
I’humain a étre adaptée chez le petit animal. Malgré les avancées de 'imagerie X
avec notamment les agents de contraste ou la double énergie, 'IRM conserve un
avantage théorique en terme de contraste des tissus mous et surtout par rapport
au caractere ionisant des rayons X. L’imagerie par tomographie X est cependant
devenue une référence dans l'acquisition d’images anatomiques. C’est une méthode
simple de mise en oeuvre, permettant des protocoles d’acquisitions rapides avec
le meilleur compromis en terme de résolutions spatiales et temporelles. Les couts
d’exploitation et de maintenance sont également des points clés de cette modalité lui
donnant un avantage supplémentaire par rapport a 'TRM. De plus la recherche et le
développement des nouveaux systeémes de tomographie X se focalisent aujourd’hui
sur la réduction de la dose d’irradiation, ce qui permet d’envisager des appareils
délivrant de tres faibles doses.

L’utilisation de micro-CT est également en augmentation a cause des dévelop-
pements des techniques nucléaires et optiques de I'imagerie moléculaire. En effet ces
techniques ayant une résolution spatiale trés mauvaise, elles sont systématiquement
couplées a un micro-CT pour obtenir une cartographie anatomique précise.

La tomographie a rayons X est la seule technique dont la résolution est pos-
sible pour toutes les échelles d’investigations. Ce caractere multi-résolution est bien
illustré par la plateforme du "Bioimaging Systems Lab" de 'université "Wake Forest'
qui proposent l'imagerie par tomographie X entre 30nm et 3mm (Figure 1.5).

L’utilisation du micro-CT pour I'imagerie du petit animal connait une augmen-
tation continue depuis I'introduction de méthodes de reconstruction tomographique
efficaces [Johnson et al., 1998] [Cavanaugh et al., 2004]. Cette augmentation est as-
sociée a une hausse des publications associant étude préclinique et imagerie par
micro-CT (Figure 1.6).

L’ensemble de ces éléments font de la tomographie a rayons X la modalité
d’imagerie du petit animal la plus utilisée aujourd’hui.
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High-end Micro-CT Traditional Micro-CT Clinical CT

ICTAS/SBES Advanced Multiscale CT Facility
Directed by Drs. Wang & Wyatt

FiGure 1.5 — Illustration des possibilités d’investigations multi-échelles en
tomographie a rayons X proposée par la division d’imagerie biomédi-
cale du 'Bioimaging Systems Lab" de l'université "Wake Forest" (source
http ://www.imaging.sbes.vt.edu/research/sam-ct/)

Academic publications by year
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240
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FIGURE 1.6 — Illustration de 'augmentation du nombre de publications mettant en
oeuvre la tomographie X pour le petit animal en fonction de 'année. Le graphique a
été généré a partir de la base de données PUBMED avec I'outil "MEDLINE summary
tool" proposé par MJ Galsworthy et disponible a I'adresse www.medsum.info, avec
les termes clés : « uCT OR micro-CT OR mini-CT OR "High Resolution" OR CT
AND (animal OR mice OR rat) »

Dans ce travail de thése nous avons étudié les possibilités offertes par cette
modalité. Les différentes études présentées ici ont pour objectifs de comparer diffé-
rentes échelles d’investigation avec différents tomographes mais aussi de développer
des méthodologies d’analyse permettant d’extraire le maximum d’informations des
données 3D afin de répondre a chacune des problématiques biomédicales associées.
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2.1. Introduction

2.1 Introduction

La tomographie est une technique d’imagerie qui permet de reconstruire la
composition et la structure interne d’un objet. Son nom vient du grec tomos (coupe)
et graphein (écrire). L’objet analysé est représenté par des images en coupes vir-
tuelles dont I'empilement permet de décrire son volume. La reconstruction de ces
coupes peut étre calculée a partir de la mesure des rayonnements émis, transmis ou
réfléchis par l'objet étudié. Il existe différentes méthodes de tomographie, comme la
tomographie par ultrasons, par résonance magnétique, par neutrons, par rayons X
ou gamma.

Pour la tomographie a rayons X la reconstruction est obtenue par ’analyse des
interactions entre le faisceau de rayons X et le milieu traversé. On peut distinguer
deux types de tomographie a rayons X, la tomographie classique en absorption et la
tomographie a contraste de phase. L’information reconstruite pour la tomographie
d’absorption est la fonction d’atténuation des photons X dans la matiere. Pour le
contraste de phase l'information reconstruite est basée sur la modification de la
phase de I'onde électromagnétique par 1'objet.

Dans ces deux cas, la tomographie par rayons X est une méthode par transmis-
sion : 'objet a analyser est situé entre les deux éléments principaux d’un tomographe,
la source de rayons X et le détecteur (Figure 2.1).

Détecteur

Axe de rotation

Source
de rayons X

FIGURE 2.1 — Schéma type d’un tomographe

Johann Radon a énoncé en 1917 les bases mathématiques de la reconstruction
d’un objet a partir de projections. Le premier appareil de tomographie a rayons X
destiné a la radiologie a été congu en 1972 par Sir Godfrey Hounsfield pour lequel il
recu avec Allan MacLeod Cormack le prix Nobel de médecine en 1979.
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2.2 Les différentes configurations de tomographes

2.2.1 Générations

Depuis l'invention du scanner par G. Hounsfield, les appareils de tomogra-
phie a rayons X n’ont cessé d’évoluer. Aux quatre catégories classiquement définies
[Kalender, 2006], s’ajoute désormais de nouvelles générations de tomographes. Cette
classification est illustrée sur la Figure 2.2.

pencil beam (1970) partial fan beam (1972)

1. translation ~ 1. translation ~

a) 1* generaticn: translation/rotation b) 2" generation: translation/rotation

fan beam (1876) fan beam (1978)

¢) 3" generation: continuous rotation d) 4™ generation: continuous rotation

FIGURE 2.2 — Les quatre différentes générations de tomographe [Kalender, 2006]

Dans le systeme de premiere génération (Figure 2.2 (a)) présenté en 1972 par
Hounsfield et Cormack, la source d’émission de rayons X émet un faisceau tres fin
intégré sur un seul détecteur [Hounsfield, 1973]. On emploi le terme de faisceau
en "pinceau' ("Pencil Beam") pour qualifier ce type d’émission. Une projection 1D
est créée en déplacant ’ensemble source/détecteur en translation. Cet ensemble est
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2.2. Les différentes configurations de tomographes

ensuite mis en rotation afin d’acquérir la projection correspondant ’orientation sui-
vante. Le systeme tourne ainsi sur 180° en une vingtaine de minutes pour acquérir
les données dune seule coupe.

Les déplacements mécaniques dans la seconde génération sont identiques. Un
faisceau de rayons X plus large et un détecteur unique remplacé par une série de
détecteur (Figure 2.2 (b)), permettent de réduire le temps d’acquisition des données
nécessaire a la reconstruction d’une coupe a une trentaine de secondes.

Dans la troisieme génération, la translation est supprimée. Un capteur 1D, ap-
pelé "barrette" et composé d'un nombre élevé de détecteurs (jusqu’a mille) répartis
linéairement ou en arc de cercle, permet l'acquisition des données pour une orien-
tation avec une seule émission. Pour cela, le capteur est couplé a une source dont
le faisceau divergent ("Fan Beam") permet de couvrir 'ensemble des détecteurs (Fi-
gure 2.2 (c)). La majorité des scanners médicaux disponibles actuellement dispose
de cette configuration et permet des temps d’acquisition de quelques secondes.

L’évolution de la quatrieme génération concerne le capteur. Les détecteurs sont
disposés en couronne sur le pourtour de I'appareil (Figure 2.2 (d)). Seule la source
de rayons X est en mouvement de rotation, ce qui facilite une vitesse de rotation
plus élevée et donc une diminution du temps d’acquisition.

Il existe un type de scanner médical pour lequel aucune piece n’est en mouve-
ment : "Electron Beam CT' [Peschmann et al., 1985] [Boyd and Lipton, 1983]. La
source de rayons X est remplacée par un systeme qui émet un faisceau d’électron
treés intense vers une large anode stationnaire qui entoure le patient (Figure 2.3).
Les rayons X sont émis a partir de 'endroit ou les électrons viennent frapper la
cible autour du patient. La trajectoire du faisceau d’électrons est contrdlée par des
champs magnétiques (comme dans un tube cathodique), ce qui permet des temps
d’acquisition tres rapides (33 ms pour le GE EBT eSpeed). Ce type de scanner, qui
correspond a une cinquiéme génération, n’est plus développé actuellement.

DATA ACOUIITION STITIM

AT AN

FIGURE 2.3 — Schéma d’un "Electron Beam CT"

2.2.2 Différentes configurations d’acquisition

Il existe principalement deux configurations d’acquisition pour les tomographes.
Pour la premiere, 1’'objet reste fixe durant ’acquisition. L’ensemble composé de la
source X et du détecteur est mis en mouvement de rotation autour de l'objet (Fi-
gure 2.4 A). Dans ce type de configuration, la distance entre la source et le détecteur
reste fixe. La résolution du systeme dépend alors principalement de la taille et de
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CHAPITRE 2. TOMOGRAPHIE A RAYONS X

I’écartement des pixels, de la taille de la matrice du détecteur et de la taille du point
focal de la source X. Cette configuration est celle des scanner médicaux (CT) et de
la grande majorité des micro-CT dédiés a I'imagerie in vivo.

A

Détecteur B

Axe de rotation

_ ________f._ |

|

| 4
lﬂm
T

de rayons X i

Source
de rayons X

FIGURE 2.4 — Illustration des deux principales configurations d’acquisition des to-
mographes

Dans la seconde configuration, I'objet est mis en mouvement de rotation et
I'ensemble source/détecteur reste fixe durant I'acquisition (Figure 2.4 B). La po-
sition de l'objet est la plupart du temps ajustable le long de la distance entre la
source et le détecteur permettant une magnification variable. Plus I’échantillon se
rapproche de la source, plus la résolution de 'image augmente puisque la projec-
tion de l'objet sur le détecteur est plus grande. Cette configuration a géométrie
variable est utilisée principalement dans les tomographes ez vivo. Certains appareils
permettent d’optimiser 'utilisation du faisceau en ajustant en plus la position du
détecteur (par exemple le micro-CT Skyscan 1172). Le positionnement du détecteur
et de 'objet permet d’utiliser la totalité de I'angle solide d’émission des photons X
(qui est donné par la collimation et qui reste fixe) depuis la source pour la création
de I'image, permettant ainsi de réduire le temps d’acquisition (Figure 2.5).

2.2.3 Différentes géométries de faisceau

Trois types de géométrie de faisceau existent pour les tomographes. Les sources
conventionnelles émettent un faisceau divergent. Lorsque celui ci a une géométrie en
éventail ("Fan Beam'), I'image de projection est 1D (Figure 2.6). Pour acquérir
les données nécessaires a la reconstruction du volume 3D d’un objet, il faut com-
biner le mouvement de rotation avec un mouvement de translation. C’est le cas
des scanner médicaux (CT) pour lesquels la trajectoire d’acquisition est en spirale
[Kalender et al., 1990]. Lorsque le faisceau émis par la source a une géométrie co-
nique ("Cone Beam") [Feldkamp et al., 1984], 'image de projection est 2D (Figure
2.6). L’acquisition est réalisée en 3D en une seule rotation sans déplacements en
translation ou en spirale. La hauteur de la projection sur le capteur définie la hau-
teur du volume 3D reconstruit. Si la projection de I’échantillon est plus grande en
hauteur que le capteur, il est possible de réaliser ’acquisition de son volume com-
plet avec des acquisitions supplémentaires réalisées apres un déplacement vertical de
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A ' B
Détecteur g
1
i
i
Faisceau -
émis par
la source
Objet
Source X

F1GURE 2.5 — Illustration géométrique de la modification de la distance entre la
source et le détecteur. Contrairement au cas A, dans le cas B la totalité du faisceau
est utilisée pour la création de I'image

I'objet.

Le faisceau a géométrie parallele (Figure 2.6) nécessite une source de rayons X
permettant d’obtenir un faisceau suffisamment large et homogene de photons X dont
la trajectoire est parallele. Une source conventionnelle ne permet pas de produire un
tel faisceau. La géométrie parallele est obtenue grace a un synchrotron. Dans de tels
systemes, aucune magnification n’est possible puisque le faisceau n’est pas divergent.
La résolution est donnée directement par la résolution de l'optique d’acquisition.

Faisceau paralléle Faisceau divergent (Fan Beam) Faisceau divergent 3D (Cone Beam)

|
Foxe de rotation

FIGURE 2.6 — Les trois types de géométries d’acquisitions : parallele, "fan beam" et
"cone beam"

2.3 Le rayonnement électromagnétique

C’est en 1895 que le physicien allemand Wilhelm Rontgen découvrit un rayon-
nement aux propriétés jusqu’alors inconnues, qu’il nomma rayons X (Figure 2.7).
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Ses travaux [Rontgen, 1895], récompensés par le premier prix Nobel de physique,
sont a l'origine du radiodiagnostic, spécialité médicale utilisant I'imagerie comme
outil de diagnostic médical.

F1GURE 2.7 — Illustration de la premiere image radiographique obtenue avec la main
de Mme Rontgen

Les rayons X sont une forme de rayonnement électromagnétique au méme
titre que la lumiere visible par I'oeil humain mais de longueurs d’onde différentes
(Figure 2.8). Les rayons X ont une longueur comprise entre 5 picometres et 10
nanometres alors que le spectre du visible se situe entre 380 nanometres et 780
nanometres. L’énergie des photons, exprimée en électron-Volt (eV), est inversement
proportionnelle & leur longueur d’onde (Equation 2.1).

_he

E
A

(2.1)
Pour les longueurs d’onde inférieures a 248 nanometres, les rayonnements sont consi-
dérés comme ionisants et donc susceptibles d’altérer ou d’endommager les tissus
biologiques. Les rayons X comme les rayonnements ultra violet et gamma sont des
rayonnements ionisants.

10° 10 10 107
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FIGURE 2.8 — Ondes électromagnétiques.

2.3.1 Production des rayons X

La production des rayons peut étre obtenue selon deux principes :
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FIGURE 2.9 — llustration du spectre du faisceau d’une source X qui serait constitué
uniquement des émissions de raies

1. Par des changements d’orbite des couches électroniques : des rayons X de
fluorescence sont émis par des transitions électroniques faisant intervenir les
couches internes, proches du noyau. Ces transitions électroniques peuvent étre
indirectement provoquées par des rayons X ou bien par un bombardement
d’électrons. Le spectre caractéristique de cette émission est appelé spectre de
raies (Figure 2.9). Les raies d’émission (Kalpha, Kbeta, ...) dépendent direc-
tement des couches d’arrivées des électrons au cours du réarrangement.

2. Par accélération d’électrons : freinage ou changement de trajectoire

— Freinage des électrons sur une cible : au voisinage du noyau d’un atome,
la force attractive d’origine électrostatique modifie la trajectoire et ’énergie
cinétique de I'¢électron incident. Lors de la diminution de I’énergie cinétique
de I'électron, un photon est émis (2.10) : c’est le rayonnement de freinage
(Bremsstrahlung). L’énergie des photons émis dépend de la distance entre le
noyau et ’électron, puisque celle ci définie la force de l'interaction et influe
sur la courbure de la trajectoire. Toutes les distances étant possibles, théo-
riquement toutes les énergies sont possibles. Dans la pratique, une partie du
rayonnement est absorbé dans les basses énergies.

Le spectre émis est appelé spectre continu de freinage (Figure 2.11).
— Changement de trajectoire : la courbure de la trajectoire des électrons dans
un accélérateur de particule émet un rayonnement "synchrotron'.

2.3.2 La source de rayons X

Les sources dites classiques, que I'on utilise par exemple en imagerie médicale,
sont composées d'un tube a rayons X et d’une alimentation. Le tube a rayons X
est une enceinte sous vide constituée d’une anode et d’une cathode. Un faisceau
d’électrons, obtenu depuis la cathode (souvent en tungsteéne) chauffée par un courant
électrique, est accéléré vers une anode par une différence de potentiel de quelques
dizaines de kilo-volts. Lors du bombardement des électrons sur ’anode, une partie de
leur énergie cinétique est transformée en photons X par le rayonnement continu de
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V2>V3>v4

FI1GURE 2.10 — Production du rayonnement X de freinage

kbx

FIGURE 2.11 — Spectre continu de freinage

intensité ?

0

freinage. Si les électrons sont suffisamment énergétiques, des photons de fluorescence
produisent un rayonnement avec un spectre de raies. Le spectre d’émission de la
source est donc formé d’un spectre continu de freinage et d'un spectre de raies
(Figure 2.12).

intensité

FIGURE 2.12 — Spectre d’émission des rayons X : somme du spectre de raies et du
spectre du rayonnement continu de freinage

Le faisceau de photons X est émis soit par transmission a travers une cible

(souvent en tungsten) soit par réflexion. La figure 2.13 illustre ces deux types de
sources.
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2.3. Le rayonnement électromagnétique

FIGURE 2.13 — Exemples de tubes a rayons X par transmission (A) et par réflexion
(C). Illustration du fonctionnement du tube & tranmission (B) et a réflexion (D)
(Iustration modifiée a partir de [Schambach et al., 2010])

Deux parametres permettent de régler une source a rayons X lors d'une acqui-
sition : la tension et le courant. La tension, exprimée en kilo-Volt (kV) désigne la
tension d’accélération auxquels sont soumis les électrons. Le courant est celui acquis
par le faisceau d’électrons (il faut faire la distinction avec le courant parcourant
la cathode). Une modification de la tension permet de changer la distribution en
énergie des photons a la fois sur le spectre continu de freinage et sur le spectre de
raies (Figure 2.14). La modification du courant a pour incidence une variation de la
quantité de photons du faisceau.

Molybden Tungsten
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FIGURE 2.14 — Exemples de spectres obtenus avec une cible en molybden et en
tungsten

2.3.3 Interaction des rayons X avec la matiere

L’interaction des photons X avec la matiere est a la base de la création du
contraste dans les images radiologiques. Il existe quatre modes d’interaction : la
diffusion de Thomson-Rayleigh, la diffusion Compton, ’effet photo-électrique et la
création de paires électron/positon.
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FIGURE 2.15 — Intéractions des photons avec la matiere

2.3.3.1 La diffusion de Thomson-Rayleigh

Lors de l'interaction d’un photon incident avec un atome, le photon qui n’a pas
suffisamment d’énergie pour arracher un électron, est diffusé avec la méme énergie
mais dans une direction différente (Figure 2.15 A). Cette interaction a pour incidence
de créer un flou dans les images radiologiques. Elle n’est pas ionisante car il n'y a
pas d’échange d’énergie entre le photon incident et la matiere.

2.3.3.2 L’effet photo-électrique

L’intégralité de 1’énergie du photon incident E; est transférée a un électron, le
photoélectron (Figure 2.15 B). Cet électron est alors éjecté de son orbitale avec une
énergie cinétique E,. égale a I’énergie du photon incident diminuée de I’énergie de
liaison E; de I’électron dans sa couche.

E.=E;, - E, (2.2)

Le réarrangement électronique pour combler le trou laissé par le photoélectron ex-
pulsé peut conduire a I’émission d’un photons X de fluorescence ou d’électrons Auger
si les photons incidents ont des tres hautes énergies (ce n’est pas le cas en imagerie
X). Dans les longueurs d’ondes utilisées couramment en radiologie, 'effet photoélec-
trique se caractérise par une absorption totale du photon incident. C’est cet effet
qui permet d’obtenir une atténuation linéique du faisceau de rayons X.

2.3.3.3 La diffusion Compton

Une partie de I’énergie du photon incident est transmise sous forme d’énergie
cinétique a un électron qui est expulsé. Le reste de 1'énergie provoque 1'émission

33



2.3. Le rayonnement électromagnétique

d’un nouveau photon dont I’énergie et la direction sont différentes du photon inci-
dent (Figure 2.15 C). Cette interaction ionisante participe au flou dans les images
radiologiques. Dans les tissus biologiques, I'effet Compton prédomine pour des hautes
énergies de photons X (& partir de 50 keV).

2.3.3.4 La création de paires électron/positon

Ce phénomene intervient avec des photons de treés haute énergie (a partir de
1.05MeV). Au voisinage d’un noyau, la disparition compléte du photon incident
matérialise une paire électron/positon. Le positon émis va ensuite s’annihilé avec un
électron (Figure 2.15 D). Cette dématérialisation est caractérisée par 1'émission de
deux photons de 511KeV dans des directions strictement opposées.

2.3.3.5 Prédominance des interactions

En fonction du matériau, en particulier des couches électroniques, et de 1’éner-
gie du photon X, on peut définir quelle sera I'interaction prédominante.

Eau Hydoxgapatite (Os) Plomb
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FIGURE 2.16 — Prédominances des effets d’interaction des photons X avec l'eau,
I'hydroxyapatite (Os) et le plomb. Tables modifiées a partir des données disponible
sur le site "physics.nist.gov/PhysRefData/Xcom/html/ccom1.html"

Les courbes illustrées sur la Figure 2.16 montrent la variation de 'atténuation
en fonction de I’énergie des photons. On remarque que l'atténuation globale du
Plomb est plus important de celle de I’eau. Les "hachures" visibles sur 'atténuation
globale et I’absorption photoélectrique illustrent pour le Plomb et 1’Os les valeurs
de K-edge (raies caractéristiques).

2.3.4 Filtrage du faisceau

L’interaction privilégiée pour la création de I'image radiologique est I’effet pho-
toélectrique qui ne change pas la direction des photons du faisceau X. Les conditions
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d’acquisition sont choisies dans le but de minimiser les autres interactions qui intro-
duisent un flou par le changement d’orientation des photons et qui provoquent une
irradiation inutile.

Le filtrage du faisceau X permet de modifier le spectre d’émission et ainsi de favori-
ser I'interaction photoélectrique. L’aluminium est un exemple de filtre couramment
employé. En plagant un matériau devant la source, des interactions entre photons
et matiere vont se produire avec le filtre. Le faisceau transmis par le filtre est alors
globalement atténué et les photons de basses énergies vont disparaitre lors des in-
teractions (Figure 2.17).

& »

FIGURE 2.17 — Effet du filtrage sur le spectre d’un faisceau polychromatique : spectre
avant filtrage a gauche, apres filtrage a droite le spectre est globalement atténué et
les basses énergies ont été supprimées

2.4 Détection des rayons X et formation de I’image
radiologique

2.4.1 Le détecteur

Le détecteur convertit le signal électromagnétique en signal électrique. En ima-
gerie médicale, les détecteurs de rayons X sont constitués d’un capteurs de type CCD
ou CMOS et d'un convertisseur de photons X en photons du visible, le scintillateur.
Il existe aussi des capteurs qui intégrent directement des photons X, tels les capteurs
a base de selenium amorphe.

2.4.2 Atténuation et formation de I’image radiographique

Lors des interactions avec la matiere, les particules chargées cedent leur énergie
progressivement. A l'inverse, le rayonnement électromagnétique, comme les rayons
X, disparait brutalement a la suite d'une interaction. Il n’y a donc pas d’atténua-
tion en énergie des photons X. L’atténuation des rayons X dans la matiere est une
atténuation en nombre. La figure 2.18 illustre l'interaction d'un faisceau de rayons
X monochromatique avec un objet dont le coefficient est homogene.

On utilise I'intensité pour décrire le nombre de rayons d’un faisceau. Dans le
cas d’un faisceau de rayons X monochromatique et paralléle, le nombre de rayons X
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FIGURE 2.18 — Exemple d’atténuation en nombre des rayons X dans un matériau
homogene et formation d’'une image

n’ayant subi aucune interaction dans un matériau d’épaisseur L est lié au nombre
de rayons X incidents par la relation suivante :

N = Nye Hs* (2.3)
En considérant l'intensité du faisceau on obtient 1’équation suivante :
I = etk (2.4)

Le coefficient d’atténuation linéique global du matériau 1, dépend de I'énergie des
photons incidents et de la nature du matériau. Il représente la somme des atténua-
tions des différentes interactions possibles :

Mg = Hrayleigh + Hecompton + Hphotoélectrique + Heréationdepaires (25)

Si I'objet analysé est constitué de plusieurs matériaux, alors I'intensité du
faisceau sortant est liée aux différentes atténuations des milieux rencontrés le long
du trajet X. L’intensité du faisceau X est alors donnée par la loi de Beer-Lambert
(Equation 2.6).

[ = Iye Jxmd (2.6)

Les sources conventionnelles utilisées en imagerie médicale produisent un fais-
ceau X polychromatique. Le coefficient d’atténuation est alors dépendant de I’énergie
des photons, 1’équation 2.6 devient :

[= / Loe™ Ixm=t=gp (2.7)
E

2.5 Reconstruction tomographique
La méthode de reconstruction tomographique la plus utilisée est basée sur

la rétroprojection filtrée. La méthode FDK [Feldkamp et al., 1984] en est la géné-
ralisation en 3D pour un faisceau conique. C’est une méthode de reconstruction
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analytique par opposition aux méthodes algébriques et statistiques qui sont résolues
itérativement.

2.5.1 Modélisation du probleme de reconstruction tomogra-
phique

La transformée de Radon est a la base des méthodes de reconstruction to-
mographique 2D. C’est un opérateur mathématique de projection proposé en 1917
par John Radon [Radon, 1917], dont I’expression pour une fonction a deux variables
(assimilable a une image 2D) est données par la double intégrale de 1’équation 2.8
suivante (voir Figure 2.19 pour l'illustration géométrique) :

pr(0,t) = //f(:z:, y)o(zcos(0) + ysin(0) — t)dxdy (2.8)

FI1GURE 2.19 — Illustration de la projection de Radon dans le cas 2D

D’apres le théoreme coupe-projection (Fourier Slice Theorem), la transformée
de Fourier 1D T'F},, de la transformée de Radon d’une fonction f dans la direction
¢ est égale a la transformée de Fourier 2D T'F de la fonction f le long de I'axe des
fréquences 1, perpendiculaire a la direction de la raie de projection définie par 6 2.9.

TF,,(0,1v;) = TFy(vicost, vsin) (2.9)

Ce théoreme appliqué au cas d'une géométrie 2D avec un faisceau parallele est illus-
tré sur la Figure 2.20. La reconstruction de la fonction f est possible en utilisant une
inversion de la transformée de Fourier mais elle nécessite une interpolation des don-
nées qui produit de nombreux artefacts [Natterer, 1985] [Magnusson et al., 1992].
Ce théoreme n’est donc pas utilisé directement pour la reconstruction mais est a la
base des méthodes de rétroprojection filtrée.
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FI1GURE 2.20 — Illustration du théoréeme coupe-projection suivant une incidence 6 :
la transformée de Fourier de de la transformée de Radon de la fonction f dans la
direction 6 (a gauche) est égale a la coupe 1D dans la direction 6 de la transformée
de Fourier 2D de la fonction f (a droite)

2.5.2 Méthodes de reconstruction analytique

Dans le cas 2D avec une géométrie parallele, en appliquant le théoreme coupe-
projection et en utilisant une transformée de Fourier inverse avec un changement de
variable permettant de passer de coordonnées polaires en cartésiennes, on obtient la
formule de la rétroprojection filtrée (Filtered Back Projection : FBP) décrite dans
[Kak and SLANEY, 1987] :

2 +Umaz ,
(o, y) 2/ / Vot — t)dtde (2.10)
Avec t' = —xcos(f) — ysin(6) et h(t) le filtre rampe obtenue par la transformée de

Fourier inverse d'une rampe donnée (2.11) :
h(t) :/ || exp ity dyy (2.11)

La majorité des systemes de tomographie utilisent des sources de rayons X dont
le faisceau est divergent. La géométrie avec un faisceau parallele est tres rare, elle est
possible en synchrotron mais nécessite que la distance entre la source et ’objet soit
considérée comme infinie. La méthode de reconstruction doit étre adaptée. Dans le
cas d’'une géométrie avec un faisceau divergent ("Fan Beam') et d’un détecteur plan,
la formule de rétroprojection est modifiée par I'introduction de facteurs correctifs
pour la prise en compte de la divergence du faisceau X. Cette formule est exprimée
par I’équation 2.12 (voir Figure 2.21 pour illustration géométrique). Une démons-
tration de ce résultat est donnée dans la these de Soléne Valton [Valton, 2007].

1/27r ! /MW WAt — u) 2 dudo (2.12)
== U — U)————=du :

2 0 Umaz A /RE —|— u2

Dans cette équation P(6,u) est une projection divergente, u = éRS donne la coor-

donnée du rayon passant par le point de coordonnées (x,y), R est la distance entre
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la source et l'origine O, U représente le rapport entre la distance source-projection
orthogonale du point (z,y) sur le rayon central OS et la distance Rs.

AV

£l 4

Détecteur réel

FIGURE 2.21 — Géométrie divergente

Cette méthode permet de reconstruire les données dont la projection est 1D.
Si la projection est 2D, la reconstruction est également possible mais implique de
considérer la projection comme une pile de projection 1D. Dans le cas le plus courant
en tomographie X, cette méthode n’est pas utilisée car 'acquisition des données 3D
met en oeuvre des projections coniques. La méthode de Feldkamp, David et Kress
(FDK) [Feldkamp et al., 1984] permet la reconstruction tomographique 3D & partir
des projections coniques sur un détecteur 2D. Cette méthode, qui est une extension
de la formule de rétroprojection filtrée, est la plus utilisée en géométrie d’acquisition
circulaire. La formule FDK utilisée pour la reconstruction de la fonction f 3D est la
suivante :

Floy,2) = 2 2Wl/w”‘”cj_D(e Yol — u) 7, dudd  (2.13)
nYA)=5 g, ,u,v)h(u —u %R;’?—i—u?—i—q}? u :

Avec R)? = R? + 2.

2.5.3 Meéthodes de reconstruction itératives

Les méthodes itératives regroupent les méthodes pour lesquelles le probleme
de reconstruction tomographique est directement exprimé sous une forme discrétisée
et consiste alors a la résolution d’un systeme matriciel de grande taille. Ce sont des
méthodes itératives puisque I'inversion du systeme d’équations s’effectue de maniere
itérative.
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FIGURE 2.23 — Projections P; de la fonction f dans le cas 2D

Dans le cas 2D illustré sur la Figure 2.23, en considérant la fonction f et ses
projections P;, le systeme d’équations a inverser est le suivant (Figure 2.24) :

P 1:” rlﬁ fl P =1y fl + I‘ufz‘f‘ r13f3 +1,, f4
123 il | E Py = L fy Proph+ s+, 6,
psl | " : f, P: = Iy fy+ b+ g+ 8y

9 IR PO | iy B LS Y R R R
4

FIGURE 2.24 — Systeme d’équations a inverser pour la résolution du probleme de
reconstruction tomographique

Par exemple, dans le cas d’une acquisition réalisée avec 128 projections sur un
détecteur de 128 pixels de large, le systeme a résoudre pour le calcul d'une seule
coupe est composé de 128x128=16384 équations avec autant d’inconnues.

Il existes deux classes de méthode itératives : algébriques et statistiques. Les
méthodes algébriques consistent a résoudre itérativement un systeme d’équations li-
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néaires (méthodes ART, SIRT, ILST, gradient conjugué). Les méthodes statistiques
prennent en compte un modele de bruit des données, elles sont résolues en maximi-
sant une fonction de vraisemblance (méthodes MLEM, OSEM, RAMLA, DRAMA).

Ces méthodes présentent 'avantage de pouvoir reconstruire les données avec
un nombre de projections plus faible ou avec des données manquantes. Elles sont
par contre couteuses en ressources de calcul. C’est pourquoi ces méthodes n’ont été
intégrées que tres récemment sur certains appareils commerciaux (notamment grace
a l'utilisation de calcul scientifique sur GPU).

2.6 Caractéristiques des données

2.6.1 Données volumiques

La reconstruction tomographique permet d’obtenir des coupes perpendiculaires
a l'axe de rotation. Le volume de données 3D (Figure 2.25 C) représentant I'image
de l'objet analysé est formé par ’empilement (Figure 2.25 B) de ces coupes 2d en
niveaux de gris (Figure 2.25 A). Chaque coupe a une épaisseur qui correspond a
la distance avec la coupe suivante. Les éléments de I'image 2D sont dans ce cas
considérés en 3D et sont appelés des voxels.

F1GURE 2.25 — [llustration de la structure des données obtenues en tomographie

2.6.2 Unités Hounsfield

L’information reconstruite par tomographie X est le coefficient d’atténuation
linéique local qui est une fonction de I’énergie des photons. Un méme objet analysé
avec des faisceau X dont les spectres en énergie sont différents donnera deux images
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avec des distributions d’atténuation différentes. Pour cette raison, la comparaison
entre deux analyses tomographiques nécessite une normalisation de ces coefficients
d’atténuation.

L’échelle de Hounsfield permet la normalisation des résultats de la reconstruc-
tion. Selon cette échelle dont I'unité est notée HU (Hounsfield Unit), l'air, I'eau et
les tissus minéralisés ont des valeurs respectives de -1000 HU, 0 HU et 1000 HU.
Ces valeurs sont obtenues a partir du coefficient d’atténuation de l'eau fioq,, par la
relation suivante :

HU — Hiocal — Meau (214)
Heaw — Hair
Le scanner médical (CT) fournit des images exprimées en HU. Les valeurs

Hounsfield moyennes pour les différents tissus du corps humains sont illustrées dans
la Figure 2.26.

compact
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FIGURE 2.26 — Répartition des tissus du corps humains selon 1’échelle de Housnfield
[Kalender, 2006]

2.7 Parametres caractéristiques d’un tomographe

2.7.1 Reésolution spatiale

La résolution spatiale décrit la capacité du systeme d’imagerie a résoudre de
fines structures. Elle se distingue de la résolution des images donnée par la taille des
pixels (ou voxels). On peut par exemple obtenir des images dont la résolution (taille
des voxels) est de 100pum alors que la résolution spatiale du systéme est seulement
de 300um.

La résolution spatiale du systeme dépend du détecteur, de la précision mécanique
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FIGURE 2.27 — Exemple de courbe Housfield "type" d’'un humain montrant la répar-
tition des tissus du corps et les valeurs de niveaux de gris correspondantes sur une
coupe tomographique

des actionneurs et de la source X. Par exemple, la taille du point focal est un facteur
limitant pour la résolution. Aucun détail plus petit que ce diametre ne peut étre
résolu dans les images [Badea et al., 2008].

Plusieurs méthodes existent pour déterminer la résolution spatiale. La premiere
consiste a étudier I'image d'une mire de test et d’identifier le plus petit détail visible.
La seconde méthode est basée sur I’étude de la fonction de transfert de modulation
("Modulation Transfer Function" : MTF). L’analyse de la résolution a partir de la
MTF est donnée par la méthode de dispersion ponctuelle (FDP-PSF) [Judy, 1976]
ou la méthode de la réponse a un bord ("Edge Spread Function' : ESF) ou a partir
de l'image d’une mire [Fujita et al., 1992] [Boone, 2001]. Elle s’exprime en paires de
lignes par mm.

Une mesure de la résolution spatiale effectuée par le constructeur est indiqué
dans les données techniques de chaque scanner. On peut également retrouver cette
valeur dans des rapports effectués par des agences de controle sur les différents CT
(par exemple www.impactscan.org).

2.7.2 Bruit

Dans une coupe tomographique d’un matériau homogene, les valeurs de coeffi-
cient d’atténuation calculées varient autour d’une valeur moyenne. La dispersion de
ces valeurs dépend de plusieurs phénomenes :

— un bruit statistique directement lié au principe physique d’acquisition : le

nombre de photons arrivant sur le détecteur est décrit comme une variable
aléatoire suivant une loi de Poisson [Snyder et al., 1987]
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— un bruit électronique introduit par les détecteurs

— un bruit mathématique lié au calcul de reconstruction tomographique

L’impact sur une image reconstruite du bruit statistique a été étudié dans
différents travaux [Barrett et al., 1976] [Riederer et al., 1978] [Garnero, 1981]. Dans
le cas d’un disque homogene de diametre D et de coefficient d’atténuation p dont la
coupe tomographique est reconstruite par la méthode de la rétroprojection filtrée,
le rapport signal sur bruit ¢ induit par le bruit statistique est donné par la formule
2.15 [Garnero, 1981].

VN

v = pDexp(—uD/2) =5 (2.15)

Avec Ny le nombre de photons détectés et n le nombre total de pixel dans 'image.

Cette relation permet d’établir que pour une résolution spatiale donnée, la ré-
solution en densité varie comme la racine carrée de l'irradiation, donc lentement.
Dans le cas d’un rapport signal sur bruit constant, une augmentation de la réso-
lution spatiale implique que la dose augmente d’un facteur n*2. La dose est donc
proportionnelle a I'inverse de la résolution de la résolution spatiale a la puissance 3

Dans les images, le bruit peut étre évalué a partir de mesures des valeurs de
niveaux de gris dans des zones correspondant a des matériaux homogenes. Avec un
fantome, objet constitué d'un seul matériau homogene, le bruit est évalué selon la
formule 2.16 : ,

> (Ii — p)
o (2.16)

Avec 11 la moyenne des valeurs sur la zone considérée.

Afin de pouvoir comparer différents appareils, il est nécessaire de normaliser
cette mesure. On exprime le bruit normalisée B en utilisant la valeur d’atténuation
de 'air comme indiqué par la formule 2.17.

B = Jlentome 100 (2.17)

Hfantome — Mair

2.7.3 Contraste

Le contraste représente la variation des valeurs de coefficient d’atténuation en
fonction des matériaux, il permet de décrire la capacité d’un systeme a différencier
les tissus. Afin de comparer plusieurs systémes d’imagerie dont les valeurs de ni-
veaux de gris ne sont pas sur la méme échelle, nous pouvons utiliser une valeur de
contraste C' normalisée par rapport aux coefficients d’atténuation de 'air et de I'eau.
L’équation ?7? illustre cette mesure de contraste entre la graisse et 1’eau.

|:ueau — M Taissel
CG'raisse Eau — Y (218)
/ Heaw — Mair

Afin de prendre en considérations le bruit dans I’évaluation du contraste, on
peut utiliser le parametre de CNR ("Contrast to Noise Ratio") [Taschereau et al., 2010]
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[Cao et al., 2009]. Par exemple, le CNR entre 'eau et la graisse est exprimé selon la
formule 2.19.

CNReau/graisse - Peau — Bgraisse (219)

2 2
Ocau + Jgraisse

2.7.4 Résolution temporelle

Le terme de résolution temporelle est employé pour définir le temps de 'acqui-
sition des images nécessaires a la reconstruction tomographique d’une coupe. Plus la
résolution temporelle est bonne et plus le temps de 'acquisition des images pourra
étre rapide. Le scanner médical FlashCT2 de Siemens est actuellement le plus rapide
du marché, sa résolution temporelle est 75ms.

2.7.5 Vitesse d’acquisition

La vitesse d’acquisition d’un tomographe est distincte de la résolution tempo-
relle. Elle prend aussi en compte la notion de distance. Dans le cas d’un scanner
médical, dont I'acquisition est effectuée avec une trajectoire en spirale, la vitesse
d’acquisition dépend de la résolution temporelle, du nombre de barrettes et de pa-
rametres mécaniques telle que la vitesse de déplacement de la table. Le FlashCT2
de Siemens permet l'acquisition d’image a la vitesse de 45.8¢m/s. Une personne de
2m peut donc étre scannée en moins de 5s. Dans le cas d'un systeme "cone beam"
et d'un géométrie d’acquisition circulaire, la vitesse d’acquisition est la méme que
la résolution temporelle.

2.7.6 Stabilité temporelle

Aucun élément de la chaine d’acquisition ne dispose d’une stabilité temporelle

parfaite. Par exemple, le faisceau de rayons X émis par une source conventionnelle
peut avoir un spectre légerement différent a plusieurs moments de la journée, ces
variations d’énergie peuvent étre la conséquence d'une mauvaise stabilité de la ten-
sion produite par le générateur. Un échauffement sur la cible peut également avoir
une telle influence. Sur la plupart des systemes la réponse du capteur présente une
dérive dans le temps. On utilise couramment deux images appelées "Flat Fields"
pour corriger la réponse du capteur lorsqu’il est soumis au faisceau de rayons X ou
lorsqu’il n’est soumis a aucun faisceau.
L’influence de ces variations au cours du temps des éléments du tomographe se carac-
térise par des variations des coefficients d’atténuation mesurés et donc des niveaux
de gris. Pour évaluer la stabilité temporelle il est possible d’effectuer plusieurs ac-
quisitions d’'un méme objet avec des intervalles de temps et de comparer les valeurs
mesurées.
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2.7.7 Les artefacts
2.7.7.1 Le durcissement de faisceau ("Beam Hardening")

L’artefact le plus courant en tomographie est le "Beam Hardening'. Son effet
dans les images CT se manifeste par un réhaussement de l'intensité sur les bords
des objets par rapport au centre [Ito, 2005]. Cet artefact est du a 'augmentation de
I’énergie moyenne du faisceau de rayons X, le durcissement, lorsqu’il traverse un objet
(Figure 2.28). En effet les photons d’énergies les plus basses vont statistiquement
disparaitre plus vite que des photons de plus hautes énergies. Cet artefact est donc
directement lié a la nature polychromatique du faisceau de rayons X.

Cet artefact nécessite d’étre considéré avec prudence lors de I'analyse des images CT

[ spectre de rayons X i aprés 20cm d’eau [ aprés 30cm d’eau
s L 1
L L b
! L :
; L b
. L b
- L / !
Energie en KeV Energie en KeV Energie en KeV

FIGURE 2.28 — Illustration de la modification du spectre du faisceau de rayons X a
travers de l'eau. L’energie moyenne du faisceau diminue avec la profondeur.

puisqu’il modifie les valeurs d’atténuation de I'objet en fonction de sa taille (Figure
2.29). L’utilisation de ces valeurs comme seul indicateur pour la caractérisation et
la quantification peut étre biaisée.

Dans le cas de sources X polychromatiques, cet artefact peut étre limité en filtrant
le faisceau. En supprimant les basses énergies par filtration, on rend plus "dure'
le faisceau avant qu’il ne traverse I'objet. On utilise pour cela des pieces de métal
(en aluminium, cuivre ou tungsten) que l'on place entre le tube et 'objet scanné.
Cette filtration supprime les basses énergies et limite le "Beam Hardening' mais
limite aussi la quantité de photons pour les autres énergies. La conséquence est une
augmentation du bruit global et des temps d’acquisition.

2.7.7.2 Artefacts en anneaux ("Ring Artefact")

Les "ring artefacts" forment dans les images des cercles ou des portions de
cercles centrés sur I'axe de rotation. Ils sont causés par des défauts sur le détecteur
ou des défauts mécaniques engendrés durant la phase d’acquisition des projections
radiographiques. On les retrouve principalement pour des acquisitions de type "cone
beam" avec des détecteurs 2D (micro-CT ou synchrotron). Par exemple, un pixel
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Sans Beam Hardending Avec Beam Hardending

FIGURE 2.29 — Effet de I'artefact de "Beam Hardening" illustré par des profils de
niveau de gris obtenus le long du diametre d'un fantéme d’eau uniforme (Illustration
modifiée & partir de [Barrett and Keat, 2004])

défectueux sur le capteur va enregistrer des valeurs erronées dans toutes les pro-
jections, qui vont étre cumulées au moment de la reconstruction et ainsi créer des
cercles parasites qui pourront compliquer une analyse quantitative.

F1GURE 2.30 — Coupe 2D obtenue en micro-tomographie synchrotron présentant des
'ring artefacts"

Etant principalement lié a la phase d’acquisition, il est possible d’éviter ce pro-
bleme en modifiant le protocole de numérisation. Certains constructeurs de micro-
CT proposent un déplacement vertical aléatoire de ’échantillon durant le scan (par
exemple Skyscan). Les défauts des pixels défectueux, enregistrés a des positions dif-
férentes pour chaque projections, seront statistiquement supprimés.

I est également possible de corriger cet artefact par des méthodes de traitement
d’images sur données reconstruites. Une série de pixels avec des valeurs erronées va
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apparaitre sur le sinogramme comme une ligne verticale, ce qui rend possible sa dé-
tection et sa correction au moment de la reconstruction tomographique [?, Boin2006]

En tomographie synchrotron, un monochromateur polycristallin (multicouche
de silicium) est utilisé pour extraire un faisceau avec une seule énergie de photons.
Le faisceau, completement homogene avant cette multicouche, est alors imprégné
des défauts de celle-ci (Figure 2.31), avec pour conséquence des "ring artefacts'.

FI1GURE 2.31 — Image du faisceau obtenu apres le monochromateur sur la ligne de
micro tomographie ID19 de 'ESRF. Les lignes horizontales sont dues a la structure
multicouche du monochromateur et les taches noires sont dues a ses défauts

2.7.7.3 Artefacts métalliques

La présence de métal dans le champ de vue pendant l'acquisition peut créer
des stries dans I'image reconstruite. Cet d’artefact apparait lorsque la densité d'un
objet est au dessus de la gamme de densités que le systéme est capable d’intégrer.
En routine clinique, cet artefact est du aux objets métalliques tels que les plombages
des dents (Figure 2.32 & gauche) ou les protheses. Dans d’autres cas, si un faisceau
de rayons X n’est pas suffisamment énergétique, les tissus minéralisés tel que les os
(Figure 2.32 a droite) ou I’émail peuvent conduire & ces artefacts en stries.

2.7.7.4 Artefacts de mouvement

Le déplacement de I'objet pendant la séquence d’acquisition introduit des arte-
facts de mouvement qui se caractérisent pas des ombres dans les images reconstruites
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FIGURE 2.32 — Artefacts en stries dus a des éléments métalliques dans les dents d’un
patient [De Man et al., 2000] (a gauche). Artefacts en stries visibles autour des os
d’une souris avec une acquisition en micro-CT [Paulus et al., 2000] (a droite)

par tomographie. Dans le cas d'un examen in-vivo, la respiration ou les battements
du coeur du patient ou de 'animal (Figure 2.33) doivent étre contrdlés afin de syn-
chroniser 'acquisition des images avec les cycles de déplacements des organes. Dans
le cas d’échantillons ex-vivo, les tissus mous sont une source d’artefacts. En effet, a
cause de la durée de 'acquisition et de I’échauffement du au rayonnement, les tissus
s’assechent et se rétractent, provoquant un mouvement apparent et une modification
de la forme de I’échantillon.

Tumors

FIGURE 2.33 — Artefacts dus aux mouvements de ’animal lors de sa respiration
[Paulus et al., 2000]

2.7.7.5 L’effet de volume partiel

L’effet de volume partiel apparait lorsque la résolution ne permet pas de ré-
soudre les différents éléments compris dans une région (voxel). Si un voxel est com-
posé de plusieurs tissus ou matériaux de densités différentes, la valeur de gris appa-
rente est donnée par l'atténuation moyenne pondérée des différents éléments (Figure
2.34). Cet artefact diminue quand la résolution augmente.
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Cas N°1 Cas N°2 Cas N°3 Cas N°4

Ll .
|

FIGURE 2.34 — Illustration de l'effet de volume partiel avec une région imagée avec
deux résolutions. Pour la ligne du haut, la résolution permet de résoudre les diffé-
rents éléments mais pour la ligne inférieure, la région, imagée par un seul voxel, est
représentée par une valeur de niveau de gris apparente

résolution N

résolution N/3

Cet effet a pour conséquence de rendre plus floues les frontieres et les interfaces
des objets. Bien que cela puisse rendre plus difficile une analyse basée sur les valeur
de gris, cet effet présente 'opportunité d’extraire de I'information sur un structure
plus fine que la résolution. En effet, I’étude de la modification d’atténuation provo-
quée par la présence d’un élément supplémentaire permet de connaitre la quantité de
cet élément en supplément. Par exemple dans le domaine médical, la valeur Houns-
field moyenne du foie étant connue, si un un patient présente une valeur Housnfield
plus basse, cela peut signifier la présence de graisse. Dans un autre domaine, 1’ef-
fet de volume partiel a déja été utilisé pour mesurer la taille de fissures dans des
roches cristallines [Johns et al., 1993] et la porosité de prélevements dans des sols
[Peyton et al., 1992].

2.7.7.6 Artefacts "Cone Beam"

La reconstruction obtenue par la formule FDK n’est pas exacte en 3D, excepté
dans le plan médian ou elle correspond au cas 2D divergent. Dans le reste de la zone
de reconstruction, 'approximation perd en qualité a mesure que l'on s’éloigne du
plan médian. L’effet sur les images est une variation basse fréquence des niveaux de
gris et une déformation géométrique. Ces "cone beam artefacts" ont été étudiés par
Boyd et al. [Boyd et al., 2006] dans le cas d’une acquisition en micro-CT afin d’éva-
luer la déformation de spheres placées a différents endroits de la zone d’acquisition
(Figure 2.35).

Cet artefact n’est pas uniquement présent dans les acquisitions de micro-CT
dont la géométrie est conique. La multiplication des détecteurs dans les scanners
médicaux engendre également une géométrie conique pour le faisceau. Par exemple le
scanner Toshiba Aquilon One équipé de 320 barrettes est accompagné d’une méthode
de reconstruction avec un algorithme de correction de cet artefact.
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Top Position Central Position Bottom Position
0.0078 mm 0.0048 mm 0.0000 mm 0.0054 mm 0.0151 mm

FI1GURE 2.35 — Illustration des distortions causées par 'artefact "cone beam'. On
constate que la méme sphere est déformée si elle est placée pendant 1’acquisition
dans des zones éloignées du plan médian. La ligne supérieure montre des projections
et la ligne inférieure la reconstruction 3D de la sphere de test (Illustration modifiée
a partir de [Boyd et al., 2006]

Certains constructeurs de tomographe ont choisi de limiter cet artefact a I’acquisition
par collimation du faisceau (par exemple le constructeur Scanco, Suisse).

2.8 Conclusion, quels tissus cibles de ’analyse

La tomographie est principalement divisée selon deux types de technologie : le
scanner médical (CT) et le micro-CT. Pour I'imagerie du petit animal, c’est le micro-
CT qui est dédié a I'animal. Il permet 'imagerie in vivo et ex vivo avec une large
plage de résolution. L’imagerie CT n’est jamais employée pour la souris, mais les
avancées technologiques récentes de cette modalité qui n’est pas dédiée au petit ani-
mal permettent de ’envisager pour un certains nombre d’applications. Par exemple,
sa résolution temporelle et sa rapidité d’acquisition permettent de I’envisager comme
outil de "screening" a haut débit. Dans cette optique le développement de méthodes
d’analyses les plus automatisées possible est nécessaire et ce pour chaque types de
tissu étudié.

La tomographie X est déja reconnue pour ’analyse morphologique des tissus
minéralisés a 1’échelle microscopique. Son intérét pour 'analyse des tissus adipeux
a été identifié chez I’humain mais tres peu de travaux la mette en oeuvre pour la
souris. Nous avons choisi d’étudier les tissus minéralisés et adipeux avec ces deux
types de technologies (CT et micro-CT), en les comparant et en développant des
outils d’analyses spécifiques.
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3.1 Introduction

Pour chacune des études réalisées au cours de ce travail de these, I'imagerie par
tomographie a rayons X a été utilisée pour acquérir des données sur des échantillons
variés issus de sites anatomiques de la souris. En fonction de chaque problématique
et du type d’échantillon a analyser nous avons utilisé des scanners médicaux (CT)
dédiés a 'humain, des micro-CT dédiés a I'imagerie ex vivo, un autre a I'imagerie

in vivo et nous avons effectué quelques acquisitions en synchrotron.
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FIGURE 3.1 — Scanner médical Toshiba Aquilon disposant de 64 détecteurs

3.2 Présentation des matériels d’imagerie utilisés

3.2.1 CT Toshiba Aquilon 64

Le scanner multidétecteurs (ou multi-barrettes) associe a la trajectoire héli-
coidale, plusieurs capteurs 1D (2 barrettes en 1993 et 320 en 2007) permettant une
acquisition volumique en une seule rotation.

Le Toshiba Aquilon 64 (Figure 3.1) est un scanner médical dédié a ’humain
disposant de 64 barrettes 16 bits de 0.5 mm permettant de couvrir 32 mm en une
rotation. Le générateur de rayons X, d’une puissance de 60 kW (de 80 a 135 kV
et de 10 & 500 mA), est animée d’une vitesse de rotation de 350 ms pour effectuer
un tour. D’apres les données du constructeur, la reconstruction peut étre effectuée
exactement avec une résolution isotrope de 350 pm, au dela de cette résolution les
images sont interpolées.

Nous avons utilisé ce scanner pour I'imagerie corps entier de la souris.

3.2.2 CT Siemens Somatom Flash 2

Le Flash CT 2 est le plus récent de la gamme de scanners médicaux proposée
par Siemens, c¢’est un scanner double tube (Figure 3.2).

Il dispose de deux sources de rayons disposées a 90° I'une de l'autre (Figure
3.3). Cette configuration lui permet deux modes de fonctionnement : mode simple
énergie et mode double énergie (Dual-CT).
L’avantage en mode simple énergie de disposer de deux sources a 90° est de réduire
les temps d’acquisitions, en diminuant I’angle a couvrir pour acquérir les données
d’une coupe et en jouant sur le "pitch" (Figure 3.4).

Les deux générateurs permettent une tension entre 80 et 140 £V et un courant

entre 20 et 666 mA. En mode "Flash" la rotation est effectuée en 0.28 s et la vitesse
d’acquisition atteint 45.8 ¢m/s. D’apres les données du constructeur, la résolution
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FIGURE 3.2 — Scanner médical double tube Siemens Flash CT 2 équipé de 256
détecteurs

Dual Source CT

BO kV 140 kV

Attenuation B Attenualion A

Single source CT only prowvides one Two X-ray sources sef to differant kV

anwrgy level tor morphology imaging lgvels allow to simultaneously acquire
two data sets at different attenuation
levels

FIGURE 3.3 — Schéma du scanner double tube Siemens Flach CT 2

oW oW wm o

FIGURE 3.4 — Illustration de la différence entre I’acquisition a deux sources et a une

seule source

temporelle est 75 ms pour les applications cardiaques avec synchronisation sur les
données physiologiques.

Nous avons utilisé ce scanner pour 'imagerie corps entier de la souris en mode
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simple énergie avec une acquisition rapide et en mode double énergie pour effectuer
quelques tests.

3.2.3 Skyscan 1178

Le micro-CT Skyscan 1178 est déidé a I'imagerie in vivo. Il a été congu comme
un scanner rapide pour 'acquisition de données anatomiques de moyenne résolution
pour le recalage avec une autre modalité comme le PET, le SPECT ou la biolumi-
nescence. L’acquisition peut étre réalisée en 1 min dans le cas le plus rapide mais
avec une qualité d’image assez grossiere. Les fonctions vitales de I'animal telles que
la respiration et les battements du coeur sont contrdlés et utilisés pour la synchro-
nisation avec l'acquisition des images. Cet appareil est équipé d’un capteur 12 bits
avec une matrice de 1280x1024 pixels. La résolution des images est soit de 80 um
soit de 160 pm (obtenu par un "binning" de 2).

FI1GURE 3.5 — Micro-CT Skyscan 1178 dédié a I'imagerie in vivo

Nous avons utilisé cet appareil dans le cadre d’une collaboration avec Yves
Frapart au laboratoire de Chimie et Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques
(UMR CNRS 8601) de I'université Paris Descartes. Au sein de la plateforme d’ima-
gerie RPE, nous avons analysé sur le micro-CT Skyscan 1178 des corps entier de
souris congelées.

3.2.4 Viscom 8060 NDT

Le micro-CT VISCOM 8060 NDT est initialement dédié aux applications in-
dustrielles pour I'imagerie X. La grande mobilité des actionneurs mécaniques dont la
plage de mouvement se décompose selon 8 axes est avantageuse pour I'inspection des
pieces mais est 1ié au fort encombrement de cet appareil (3x3x2m). Ce tomographe
dispose d'un détecteur Perkin Elmer couplé a une source X Viscom dont la tension
et le courant maximum sont de 225kV et 3000pA. Cette source permet d’obtenir un
faisceau d’X suffisamment énergétique pour ’étude d’échantillons denses comme des
pieces industrielles contenant du métal. L’utilisation de la source est possible pour
une gamme de puissance entre Ow et 100w. Il n’est donc pas possible d’utiliser la
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source avec 200kV et 2000pA. 11 est important de noter que le point d’émission des
rayons X a un diametre de 8um a 8w et que ce diametre augmente de 1um tous
les 1w supplémentaires. Le détecteur dispose d’une matrice de 1024x1024 pixels et
permet une intégration des photons sur une plage de niveaux de gris de 16 bits.
La taille du capteur de 20 cm (pixels de 200um) autorise I'imagerie de piéces assez
volumineuses (dont le plus petit diametre externe est de 18cm).

FIGURE 3.6 — Micro-CT industriel Viscom 8060 NDT

Nous avons utilisé ce micro-CT pour 'imagerie des mandibules, des molaires,
du corps entier de la souris.

3.2.5 Skyscan 1172

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire B20A (Laboratoire de
Bioingénierie et Biomécanique Ostéo-articulaires, Faculté de Médecine Paris 7-Denis
Diderot), nous avons utilisé le micro-CT Skyscan 1172 (Figure 3.7).

FIGURE 3.7 — Micro-CT Skyscan 1172 dédié a I'imagerie ex vivo

Cet appareil est dédié a I'imagerie ex vivo. Il dispose d’une source de rayons X
d’une puissance de 8w avec une tension maximale de 80kV et un courant maximal
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de 100 A. Le détecteur est composé d'une caméra haute résolution disposant d’une
matrice de 10.3 M Pizels (image de 4000x2400).

La géométrie d’acquisition de cet appareil est variable. En plus de la magnifica-
tion classique (position de I'objet par rapport a la source), le détecteur se déplace
automatiquement en fonction des parametres d’acquisition suivant trois positions
prédéfinies. Le diminution de la distance entre la source et le détecteur permet d’op-
timiser 1'utilisation du flux de photons X et ainsi réduire le temps d’acquisition. la
caméra dispose de deux modes de "binning" (par deux ou par quatre avec des réso-
lutions de 2000x1200 ou 1000x600 pixels). Outre le fait de limiter la résolution et la
quantité de données, l'intérét du "binning" est de réduire les temps d’acquisition en
offrant des surfaces d’intégration pour les photons plus importantes sur le détecteur.
Grace a la géométrie variable et au "binning", cet appareil peut réaliser des acquisi-
tion tres rapides compte tenu de la résolution.

Si I’échantillon est plus large que le champ de vue, une option permet de déplacer
horizontalement 'objet a chaque projection. Ainsi la largeur du champ de vue est
doublé et la projection atteint une taille maximale de 8000 pixels en largeur. Les
données générées dans ce cas sont trés volumineuses et donc difficiles a traiter.

Dans le cadre de la collaboration avec Christophe Nich (voir Chapitre 7), nous
avons utilisé ce micro-CT pour 'acquisition de données 3D haute résolution sur des
échantillons de calvaria (structure supérieure du crane) et de tibia de souris.

3.2.6 Synchrotron ESRF

Le terme synchrotron désigne un grand instrument destiné a ’accélération a
haute énergie de particules élémentaires. Les synchrotrons a électrons permettent
d’obtenir un flux d’électrons tres intense et de tres haute énergie. Le flux d’électrons
mis en mouvement circulaire dans un anneau de stockage va émetre un rayonnement
électromagnétique a chaque changement de trajectoire conformément aux équations
de Maxwell. Le rayonnement émis est appelé rayonnement synchrotron et couvre une
tres large partie du spectre électromagnétique : de l'infrarouge aux rayons X durs.
Le synchrotron est donc une source de rayons X avec des caractéristiques différentes
d'une source conventionnelle. Par exemple, il y a un facteur 10 entre la quantité
de photons X d’une source X utilisée en imagerie médicale et le synchrotron.
L’European Synchrotron Radiation Facility de Grenoble (ESRF) est 'un des trois
plus importants synchrotrons actuellement en fonctionnement dans le monde avec
I’APS & Argonne aux Etats-Unis et Spring-8 au Japon. Il est composé d'un accélé-
rateur de particules d’environ 320 m de diametre, ou des électrons sont entrainés a
tres haute vitesse dans un anneau pour produire le rayonnement synchrotron.

L’ESRF est reconnu mondialement comme imagerie tomographique de réfé-
rence. Outre la tomographie classique (tomographie en absorption), 'ESRF dispose
d’une expertise unique pour l'imagerie a contraste de phase, et pour I'Holotomo-
graphie. Sur la ligne ID19, unité spécialisée sur la micro-tomographie, ’énergie des
photons couramment utilisée varie entre 10 et 35 kel (valeurs maximales entre 6
et 100 keV') et la résolution varie entre 300 nm et 30 um. Le point d’émission
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FIGURE 3.8 — Site du synchrotron de Grenoble (A) et schéma des "Beam Lines'

du rayonnement électromagnétique est situé a 145 m de la chambre d’analyse. Sur
cette distance, les caractéristiques du faisceau sont controlées par des onduleurs,
des wrigglers et un monochromateur. Les caractéristiques avantageuses de faiseau
X sont couplés a deux dispositifs mécaniques de précision pour le déplacement de
I'échantillon (Figure 3.9).

F1GURE 3.9 — Photographies des deux bancs de déplacement mécaniques de l'objet
(photos réalisées lors de nos expérimentations). Banc utilisé pour les acquisitions
inférieures au pum (a gauche) et pour les résolutions supérieures (a droite)

Nous avons effectué quelques acquisitions sur la ligne ID19 en utilisant la to-
mographie classique (en absorption) et a contraste de phase avec un faisceau de
type "Pink Beam" (non monochromatique mais avec une bande d’énergie étroite).
Les échantillons analysés sont des mandibules de souris et ces données constituent
une référence pour la comparaison avec nos données obtenues en micro-CT conven-
tionnel.
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4.1. Introduction

4.1 Introduction

Parmi les différents tissus minéralisés, la mandibule constitue un site privilégié
pour I'étude de modele murins de pathologies osseuses et dentaires. La mandibule
est une région anatomique constituée de I'os de la mandibule et des dents, a savoir
une incisive et trois molaires chez la souris (Figure 4.1).

FIGURE 4.1 — Représentation de la mandibule au sein de la sphere cranio-faciale de
la souris

L’os de la mandibule est un os hétérogene issu de deux processus d’ossification
au cours du développement : d’une part une ossification endomembraneuse (os du
crane et du maxillaire) et de l'autre d’une ossification endochondrale (os longs,
vertebres, pelvis). Ainsi la mandibule dans son ensemble constitue un modele de
choix pour I’étude des tissus minéralisés.

Notre objectif a été de développer une méthodologie d’analyse a la fois quali-
tative et quantitative pour 'imagerie 3D de la mandibule (os et dents).

4.2 Protocole expérimental et acquisition des don-
nées

Nous avons développés des outils en lien direct avec les problématiques biomé-
dicales correspondant a nos modeles animaux : des souris génétiquement modifiées
("Knock-Out" : KO) et des souris controles dites sauvages ("Wild-Type" : WT).

Le shéma de la Figure 4.2 illustre notre protocole expérimental.

Les mandibules de souris ont été numérisées en 3D a 'aide du micro-CT indus-
triel Viscom 8060. Les images, d'une résolution isotrope de 15um, ont été réalisées
avec une tension de 60kV et un courant de 200uA. Les projections (360) ont été
obtenues avec une exposition de 2000ms. Les acquisitions étaient d’une durée d’en-
viron 30 minutes.
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FIGURE 4.2 — Schéma du protocol d’analyse des tissus minéralisés de la mandibule
de souris

FI1GURE 4.3 — Exemple de coupes extraites d'un volume 3D de mandibule de souris
réalisé avec le micro-CT Viscom 8060

Quelques coupes 2D réalisées lors d'une acquisition sont illustrées sur la fi-
gure 4.3. Ce type d'image contient deux types d’information, 'une morphologique
et I'autre sur la distribution des densités des tissus. Classiquement les études asso-
ciant imagerie micro-CT et tissu osseux s’intéressent exclusivement a l'information
morphologique. Notre démarche a été de compléter I'approche anatomique par une
analyse de la répartition des densités des tissus a partir des niveaux de gris.

4.3 Vérification et calibration des niveaux de gris

4.3.1 Rappel : Relation entre niveau de gris et degré de
minéralisation des tissus

La densité minérale osseuse (Bone Minéral Density : BMD) est un parametre
important dans ’évaluation des propriétés des tissus minéralisés. Chez 1’humain
comme pour les études pré-cliniques, la BMD est mesurée avec des modalités d’ima-
gerie basées sur I'utilisation des rayons X comme la DXA ("Double X-Rays Absorp-
tiometry") et la tomographie X.

Les données obtenues par tomographie X présentent I'avantage de permettre
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une analyse de la morphologie et des densités. Cependant I'analyse de la BMD et
plus généralement des densités des tissus a partir de ce type de données doit étre
considérée avec précaution.

Le contraste dans les images de tomographie X est formé par les différentes
atténuations des rayons X a travers la matiere. En théorie, une relation linéaire
entre le niveau de gris dans I'image et la densité n’est possible qu’avec un faisceau
de rayons X monochromatique. Ce type de faisceau ne peut étre obtenu qu’avec un
synchrotron. Avec les sources conventionnelles, comme celles utilisées en imagerie
médicale, biomédicale ou industrielle, le faisceau de rayons X est polychromatique.
Il n’y a donc pas de relation simple entre le niveau de gris et la densité des tissus.
Ce type de faisceau implique de surcroit des artefacts pouvant induire des variations
de niveaux de gris, ce qui peut compliquer encore plus la relation entre niveau de
gris et densité.

4.3.2 Artefacts de "beam hardening"

Le principal artefact du a la polychromaticité est le durcissement de faisceau
("Beam Hardening"). Il est bien connu pour ses "effets de cuvettes" impliquant des
modifications des niveaux de gris sur les bords de l'objet et ce en fonction de sa
taille [Ito, 2005].

Dans le but d’utiliser les niveaux de gris pour I’étude des densités, il est utile
d’essayer de corriger cet artefact ou alors de le modéliser dans I’analyse. Différentes
méthodes de corrections ont été proposées dans la littérature [Hammersberg and Mangard, 1998]
[Bock et al., 2007] [Stenner et al., 2010] [Kyriakou et al., 2010].
D’aprés Meganck [Meganck et al., 2009], la relation entre niveau de gris et
densité peut étre calibrée par une loi linéaire. Dans ce cas, la transformation appli-

quée sur les valeurs de gris pour exprimer des densités est une opération de type
"shift /scale".

4.3.3 Méthode de correction des niveaux de gris

Dans notre étude, 1'objectif est de comparer des échantillons de tissus minéra-
lisé entre deux types de souris, KO et WT. Dans ce contexte ’analyse des niveaux
de gris pour avoir une valeur absolue des densités n’est pas nécessaire. Nous avons en
conséquence suivi une démarche identique a celle de Meganck [Meganck et al., 2009]
mais sans fantome de calibration. Les valeurs de référence nécessaires a la défini-
tion de l'opération de "shift/scale” des histogrammes ont été obtenues directement
a partir des images 3D. Nous avons choisi comme premiere valeur, le niveau de gris
moyen dans des régions contenant uniquement de l'air. Pour la seconde référence,
nous avons choisi la région de ’émail a la pointe de I'incisive qui est celle qui présente
un niveau de densité maximal stable.

La valeur de référence pour l'air a été définie comme la moyenne des valeurs
mesurées dans 4 zones différentes autour de la mandibule. Pour I’émail, la mesure a
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FIGURE 4.4 — Illustration des régions utilisées pour la mesure de valeurs de référence

été effectuée sur 5 coupes contigiies.

Afin de prendre en compte les artefacts dus au "Beam Hardening', une mé-
thode logicielle de correction (inclus dans la suite logicielle de reconstruction to-
mographique du constructeur) a été utilisée au moment de la reconstruction tomo-
graphique. Ce type d’artefact peut biaiser la mesure de densités dans le cadre de
mesures absolues. Pour notre étude, les échantillons comparées, provenant de souris
de méme souche, de méme sexe et de méme age, présentent des tailles tres similaires.
Le "Beam Hardening" étant dépendant de la taille de ’échantillon, nous avons fait
I’hypothese que la variation d’intensité induite par cet artefact serait la méme sur
tous les échantillons comparés. Cette hypothese et la méthode de correction logicielle
sont suffisants pour permettre ’analyse relative entre échantillons.

4.4 Analyse qualitative de la mandibule

4.4.1 Visualisation de données volumiques

Des données volumiques peuvent étre visualisées soit en 2D en calculant des
coupes ou soit en 3D. Il existe deux types de visualisation de données 3D : le rendu
surfacique ("Surface Rendering") et le rendu volumique ("Volume Rendering").

4.4.1.1 Visualisation en 2D et visualisation surfacique

L’extraction de coupes 2D a partir du volume de données est la méthode la
plus simple, surtout quand les coupes sont perpendiculaires aux axes de repere du
volume (Figure 4.5 A; B et D). Dans le cas contraire, les coupes obliques (Figure 4.5
C) (intersection d'un plan avec le volume de données), nécessitent une interpolation.

Il est également possible d’extraire des coupes curvilignes qui sont la projection
sur un plan de l'intersection du volume avec une surface 3D. Ce type de visualisa-
tion présente certains avantages, notamment en cout de calcul pour I'affichage. Le
principal défaut reste de ne pas permettre d’apprécier I'objet analysé réellement en

65



4.4. Analyse qualitative de la mandibule

FIGURE 4.5 — Visualisation 2D suivant plusieurs orientations

3D, par exemple pour voir a l'intérieur.

Pour le rendu surfacique, des primitives sont calculées pour l'affichage. Ces
primitives peuvent étre des points, des lignes, des triangles, des polygones ou des
splines. Cette méthode de visualisation est la plus couramment utilisée pour la re-
présentation de scénes 3D, notamment pour l'affichage dans les jeux vidéos ou les
scenes 3D peuvent étre constituées de triangles avec un placage de texture.

L’affichage de données volumiques en rendu surfacique nécessite de calculer des
primitives. Une des méthodes les plus connues pour le calcul d’une surface a partir de
données volumiques est la méthode du "Marching Cube" [Lorensen and Cline, 1987]
comme l'illustre la Figure 4.6.

FIGURE 4.6 — Exemple de visualisation surfacique des données 3D de mandibule
de souris. On distingue sur la partie droite les primitives (triangles) calculées a
I'interface de 1'os avec I'air nécessaires a la représentation surfacique.

La représentation surfacique permet un affichage en 3D mais présente un cer-

tain nombre de limitations. Ce type de visualisation ne permet pas d’exploiter la
totalité de I'information contenue dans des données volumiques.
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4.4.1.2 Le "Volume Rendering"

Afin de proposer des méthodes plus adaptées que la visualisation surfacique
pour représenter des données 3D, des travaux initiés dans les années 80 et 90 ont
permis le développement de nouvelles techniques appelées aujourd’hui "volume ren-
dering". Avec comme critere la qualité de I'image, la méthode du 'ray casting',
proposée par Blinn [Blinn, 1982] et décrite en détails par Levoy [Levoy, 1988], s’est
imposée comme la méthode de référence. Elle présente I'avantage de permettre la
création de I'image sans calcul de géométries ou primitives intermédiaires. Ce type
de visualisation permet donc de générer directement des images qui représentent la
globalité de 1'objet 3D dans une image 2D. Elle est ainsi quelques fois appelée "Di-
rect Volume Rendering" [Van Gelder and Kim, 1996] [Kindlmann and Durkin, 1998]
[Caban and Rheingans, 2008|. Parmi les autres méthodes de "volume de redering" on
peut citer le "splatting" [Westover, 1990] ou le "shear warp" [Lacroute and Levoy, 1994].

Ces techniques ont récemment fait l'objet de nouveaux travaux avec l'arrivée
des processeurs graphiques programmables (GPU) des carte graphiques des ordina-
teurs. Le "ray casting" est une méthode tres couteuse en ressources de calcul et ne
permet pas de calculer les images en temps réel. L’utilisation de la grande puissance
de calcul scientifique disponible dans les GPU a permis son implémentation en offrant
des taux de rafraichissement tres élevés [Engel and Ertl, 2002] [Kniss et al., 2003]
[Roettger et al., 2003].

Les méthodes de "volume rendering" ont en commun deux étapes dans la créa-
tion de I'image finale : la classification (attribution des propriétés optiques aux voxels
du volume) et le calcul du rendu 3D. La classification est une des étapes critiques
du "volume rendering". Elle consiste a la définition de fonctions de transfert qui
permettent d’affecter a chaque voxel une couleur et une opacité. Dans le cas de
fonctions de transfert 1D (FT1D), les valeurs de couleur et d’opacité sont basées
uniquement sur l'intensité du volume. Une FT1D est définie dans le méme espace
que 'histogramme du volume de données. Les espaces de couleur et d’opacité les
plus couramment utilisés sont RGBA (Red, Green, Blue, Alpha : opacité) ou HSVA
(Hue : couleur, Saturation, Value : intensité, Alpha : opacité). Il est nécessaire de dé-
finir les fonctions de transfert pour chaque valeur de la composante (exemple : Hue,
Saturation, Value et Alpha). Une fonction de transfert 1D peut étre une simple
rampe, une fonction linéaire par morceau ou bien étre "dessinée" arbitrairement par
I'utilisateur (Figure 4.7).

HS Vet H.S.V et H.S.V et
opacite opacite opacite
’ > IﬂlL W

mmm s Histogramme des miveaux de gns F de

F1GURE 4.7 — Exemples de fonctions de transfert 1D
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Les fonctions de transfert 1D sont les plus utilisées mais 'unique prise en
compte de 'intensité des niveaux de gris peut étre considéré comme une limitation.
Une classification plus avancée des voxels est possible avec des fonctions de trans-
fert multidimensionnelles [Kniss et al., 2002]. Certains auteurs ont présenté des mé-
thodes avec prise en compte du gradient 3D (Figure 4.8) pour une meilleure identifi-
cation de structures locales telles que les frontieres entre des objets [Sato et al., 2000]
[Sereda et al., 2006] [Zou et al., 2010]. Une autre méthode proposée par Kindlmann
[Kindlmann et al., 2003] utilise la courbure locale comme dimension supplémentaire
dans la définition des fonctions de transfert.

FIGURE 4.8 — Principe des fonctions de transfert 2D avec prise en compte du gradient

Certains auteurs ont proposés des outils graphiques de type "widget" pour aider
a la définition de ces fonctions de transfert multi-dimensionnelles (Figure 4.9). Leur
complexité d’appréhension pour I'utilisateur est un frein a leur développement. Ces
méthodes sont en conséquence peu utilisées.

gradient

gradient

Histogramme 2D avec gradient Fonctions de transfert 2D

FIGURE 4.9 — Histogramme 2D avec gradient de I'image (& gauche) et exemple de
définition de fonctions de transfert 2D a l'aide de "widgets" (& droite) (Illustration
modifiée a partir de [Kniss et al., 2002])
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Que ce soit pour des fonctions de transfert 1D ou multi-dimensionnelles, il
n’existe encore aujourd’hui aucune solution completement automatique pour la créa-
tion des fonctions de transfert. Quelques travaux proposent des méthodes semi-
automatisées qui sont spécifiques a une application précise [Levoy, 1988] [Levoy, 1990]
[He et al., 1996] [Kindlmann and Durkin, 1998].

4.4.1.3 Principe du "ray casting"

Le principe de base du "ray casting" est de déterminer la valeur de chaque pixel
de 'image finale en langant un rayon a travers tous les voxels du volume qui tient
compte de tous les parametres de la scene 3D.

Pixel

Rayon

Point de vue

Volume de données 3D

" Image 2D

FIGURE 4.10 — Ilustration du "ray casting" a travers le volume de données pour le
calcul d'un pixel de I'image finale en tenant compte des parametres de la scene 3D

Les valeurs rencontrées par le rayon lors de son parcours du volume de données
sont évaluées a partir des valeurs des voxels et des fonctions de transfert associées.
La création de I'image finale est obtenue par le calcul pour tous les rayons cor-
respondant a tous les pixels. Cette méthode tres couteuse en ressources et donc
relativement lente si aucune optimisation n’est réalisée.

Le "ray casting" se divise en quatre étapes (illustrées en 2D sur la figure 4.11) :

1. Le rayon correspondant a un pixel est "lancé" au sein de la scéne 3D et a travers
le volume de données

2. Les données 3D sont ré-échantillonnées le long du rayon

3. Les valeurs le long du rayon sont calculées en utilisant les fonctions de transfert
définies préalablement. Cette étape nécessite une interpolation qui est le plus
couramment tri-linéaire

4. La valeur finale correspondant au pixel est calculée par "accumulation". Cette
étape tient compte de toutes les propriétés optiques de la scéne (exemple :
I'éclairage)
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Q) - @ ©)

FIGURE 4.11 — Les différentes étapes du "ray casting"

Il existe plusieurs méthodes d’accumulation : la valeur moyenne, le "Maximum
Intensity projection" (MIP), la distance a une valeur, le "Compositing". La Figure

4.12 illustre ces méthodes d’accumulation.
valeur
Cmaximum
1
valeur
« Moyenne valeur moyenne

-
distance le long du rayon
distance jusqu'a la valeur de niveau de gris 30

distance a la valeur 320 composite

Niveau de gris

FIGURE 4.12 — Profil en valeurs de niveaux de gris d’un rayon lancé dans un volume
de données (& gauche) et illustration de rendus obtenus avec quatre types d’accu-

mulation classiques (a droite)

Le rendu obtenu avec la fonction de rayon définie par le calcul de la moyenne
des valeurs le long du rayon s’apparente au rendu des radiographies. La visualisation
en MIP est la plus simple et la plus rapide a calculer car elle consiste a conserver le
long du rayon uniquement la valeur rencontrée la plus élevée. Ce type de rendu est
tres utilisé sur les consoles d’imagerie médicale en clinique humaine. Il s’apparente
a un rendu de type radiographie pour lequel les contrastes entre les zones denses et
les zones moins denses (telles que les cavités) ont été accentués.

L’accumulation réalisée pour le rendu avec "compositing" ne peut pas étre
représentée simplement sur le profil de rayon comme pour les trois méthodes précé-
dentes. Elle est par une intégrale sur les propriétés de couleur et de transparences le

long du trajet du rayon (équations 4.1 et 4.2) :
O = / C/Tids (4.1)
0
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T=1-4 (4.2)

avec C' la couleur finale, C; la couleur a l'indice 7 le long du trajet du rayon ds, T la
transmission et A pour l'opacité (Alpha).

Dans le cas de données discréetes telles que les données CT, la loi d’accumulation
se traduit par les équations 4.3 et 4.4 :

C=> CGT, (4.3)
=1

A=1-]J1- 4 (4.4)
j=1

Dans ces équations la couleur et la transparence sont associées a un modele
optique nécessaire pour la gestion de 'illumination de la scéne 3D. Le modele utilisé
classiquement en "volume rendering' a été proposé par Phong [Phong, 1975]. Ce
modele permet de calculer les propriétés de lumiere pour chaque voxel Ipj,, selon
3 composantes de lumiére : ambiante, diffuse et spéculaire (Equation 4.5).

[phong - Iambiant + [diffus + [spéculaire (45)

4.4.1.4 Exemples de rendus 3D

Le "volume rendering" permet une infinité de rendus 3D a partir d’'un méme
jeu de données. Les composantes HSV (ou RGB), l'opacité, ou encore les propriétés
géométriques et d’éclairage de la sceéne 3D sont autant de parametres intervenant
dans le rendu final.

Ces possibilités de visualisation sont intéressantes pour mettre en évidence
différents tissus ou organes dans des images de tomographie. La Figure 4.13 illustre
les applications du "volume rendering" a I'imagerie du corps entier de souris en CT.

FIGURE 4.13 — Exemple de fonction de transfert pour les composantes HSVA (du
haut vers le bas) et le rendu correspondant & partir des données 3D d’une souris

En jouant sur les parametres, il est possible de masquer ou de rendre trans-
parent le squelette de 'animal scanné. On peut remarquer sur la Figure 4.13 que
des légeres modifications d’un seul de ces parametres peut générer un rendu tres
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différent. Il faut donc étre prudent dans la définition des fonctions de transfert et
dans l'interprétation des rendus 3D.

La Figure 4.14 illustre les applications du "volume rendering" a 'imagerie de
la mandibule de souris en micro-CT. On peut noter les variations de rendus 3D
engendrées par les modifications de fonctions de transfert.

FIGURE 4.14 — Différents rendus 3D obtenus a partir d’'une méme mandibule avec
plusieurs fonctions de transfert. Pour chaque rendu, les composantes des fonctions
de transfert sont données verticalement de haut en bas en HSVA

4.4.2 Définitions des fonctions de transferts spécifiques a la
mandibule de souris

L’analyse des histogrammes réalisée précédemment a permis d’identifier des
plages de valeurs de gris différentes entre les souris KO et les souris WT (Figure 4.15).
Ces différences de niveaux de gris correspondent indirectement a des différences
de densité des tissus minéralisés. Les fonctions de transfert ont été établies en se
focalisant sur ces plages de densités. Les tissus faiblement denses ont été rendus plus
rouges et plus transparents et ’émail opaque et blanc (Figure 4.16). Les fonctions
de transferts ainsi définies ont été appliquées a tous les échantillons de données.

4.4.3 Coupes virtuelles a travers la mandibule

Nous avons réalisé des coupes virtuelles de la mandibule entre les deux pre-
mieres molaires (Figure 4.17).

Les coupes virtuelles associées au "volume rendering" montrent 'hétérogénéité
de la répartition des densités du tissu minéralisés (Figure 4.18)
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Grey level Histogram KO FBM (mean)

KO FBM (MEAN + SD)
KO FEM (MEAN - S0
—WT (mean)

WT (MEAN + $01)

WT {MEAN - 50)

I Bone Enamel
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FIGURE 4.15 — Zoom sur une partie des histogrammes moyens de souris KO et W'T
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FIGURE 4.16 — Fonctions de transfert mises en évidence pour l'analyse de la mandi-
bule (a gauche) et rendu 3D correspondant (& droite)

Plan de coupe

FIGURE 4.17 — Plan de la coupe virtuelle entre les deux premieres molaires
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FIGURE 4.18 — Exemples de coupes virtuelles obtenues entre les deux premieres
molaires de la mandibule

4.5 Analyse quantitative de la structure des dents

Notre objectif a été de développer un outils d’imagerie qui permettent d’ex-
traire le volume de la chambre pulpaire des molaires de souris (Figure 4.19). Cette
mesure permet d’apporter des informations sur la formation de la dentine (dentino-
génese).

Emaille

Pulpe ___ _ Dentine

igament
~" peériodontaire

Cément

| Osde la
Incisive mandibule

F1GURE 4.19 — Coupe virtuelle de la mandibule au niveau des molaires et a travers
I'incisive (illustration obtenue & partir de tomographie synchrotron distinctes des
données micro-CT discutées dans ce chapitre)

Une région d’intérét ("Region Of Interest" : ROI) est un sous volume de l'en-
semble de données 3D. La définition d’une ROI par dessin manuel des contours dans
les images 2D est une méthode simple et couramment utilisée. L utilisateur doit dé-
finir des contours dans toutes les coupes décrivant le volume, opération longue et
peu reproductible. C’est pourquoi des méthodes d’interpolation ont été développées
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afin de minimiser le nombre de contours a dessiner (Figure 4.20).

F1GURE 4.20 — Principe de I'interpolation des ROI entre deux contours initiaux. Sur
les deux exemples, les deux contours extérieurs représentent les contours définis par
I'utilisateur et les deux contours intérieurs correspondent aux contours interpolés
automatiquement sur des coupes intermédiaires

La Figure 4.21 illustre cette méthode appliquée a la définition du volume pul-
paire dans des coupes 2D issues de I'imagerie micro-CT de la mandibule. Vu la
complexité 3D de la forme des molaires, un grand nombre de contours est néces-
saire, ce qui limite I'intérét de cet approche.

FIGURE 4.21 — Exemple de définition de ROI pour I'extraction du volume pulpaire
(en haut) et zone pulpaire mise en évidence en blanc aprés binarisation (en bas)

Afin d’augmenter la rapidité et la précision de la mesure 3D du volume pulpaire,
nous avons développé une méthode de segmentation automatisée.

La zone pulpaire est bien appropriée pour 'utilisation de méthode de type "re-
gion growing'. En effet, la région a extraire est une zone (quasi) fermée pour laquelle
les gradients de densité et donc de niveaux de gris sont importants a 'interface entre
pulpe et dentine. Le principe de la méthode de type "region growing" est d’initialiser
la segmentation a partir d'un "germe" ("seed") a l'intérieur de 'objet a segmenter.
Typiquement, le "germe" est une région composée de un ou plusieurs voxels. L’étape
suivante consiste a évaluer si les voxels voisins du "germe" doivent étre considérés ou
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non a l'intérieur de la région. Ce processus est répété tant que des nouveaux voxels
peuvent étre ajoutés a la région ou qu’un critére d’arrét défini. Un exemple de seg-
mentation de ce type basé sur I'utilisation de seuils fixes ("connected threshold") est
illustré sur la Figure 4.22.

3|4 6 7/5|4
4 10| 8 8|6 — Point
6|8 8 d'initialisation

416 Régi

. =—Région
57 _ 8|5 segmentée
4(5|8 6|4
3/4/6|5|8 5 2

region growing method  exemple : connected theshold
[11.5; 25]

FIGURE 4.22 — Principe des méthodes de segmentation par croissance de région
("region growing"). Hlustration de la méthode "connected threshold" basée sur des
seuils fixes

Les principales différences entre les méthodes de "region growing" résident dans
le choix du critere utilisé pour décider de I'appartenance du voxel a I'objet, et du
type de connectivité choisi pour la modélisation du voisinage. La méthode 'confi-
dence connected" utilise des seuils dynamiques qui sont ajustés a chaque itération
en fonction de la valeur moyenne (i) et de 'écart type (o) d’une zone centrée sur
la région segmentée a 1’étape précédente. Un voxel doit appartenir a l'intervalle
[t — Ao+ Ao (avec A une constante). Cette méthode illustrée sur la Figure 4.23
présente l'avantage de ne pas demander de parametres a 'utilisateur.

3/4/6[8[6/8[7[5]4 3][3]4 3| [3]a/e|8l6le|7|5]a 3
45710/ 8 8|6 4|45 a||alsf[7/10 8 Bl6 4
3 4/6|8 8 5|34 5|/ |3aja[6|8 8|5
4/6 8 9/7 a||4a6 a||4al6]s 9(7]a
57 B|5 3[|5]|7 al |5]7 8ls 3
4/58 6|4|3 4||4[5 4| |4 5|8 6 43 4
3|a(e|s|8|7(5(3[2 3| [a]a /3| [3/4/6|5|8|7|5/3|2 3
itération n*1 itération n°2 itération n°3

FIGURE 4.23 — Illustration de la méthode "confidence connected"

Nous avons utilisé ce type de segmentation en développant un outil nécessitant
une initialisation manuelle des germes. Une interface permettant la navigation dans
le volume 3D a partir d’une visualisation de type "Multi Planar Representation"
(MPR) a été développée a partir de la librairie VTK [Schroeder and Lorenson, 1996].
L’utilisateur doit sélectionner au sein du volume un point d’initialisation dans le
volume pulpaire. La méthode de "region growing" implémentée a partir de la librairie
ITK [Ibanez et al., 2005] permet ensuite d’isoler le volume pulpaire.
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FIGURE 4.24 — Illustration de l'extraction du volume pulpaire (en bleu) de la
deuxieme molaire par la méthode de "region growing'

On remarquera sur la Figure 7?7 que les niveaux de gris ne présentent pas
une tres bonne dynamique. La partie externe de la couronne de la molaire qui est
principalement constituée d’émail (trés dense) devrait apparaitre plus blanche. Ce
résultat dans nos images est du a la fois aux parametres d’acquisition de la source
et de la résolution choisie. Nous avons en effet adapté la résolution de I'imagerie a la
mandibule entiere. Avec cette définition, les images de la zone de 1’émail illustrent
clairement l'effet de volume partiel. Les niveaux de gris de 1’émail sont moyennés
avec ceux de la dentine. On distingue bien un gradient de niveaux de gris mais pas la
rupture franche comme sur I'image obtenue en synchrotron de la Figure 4.19. C’est
en partie pour cette raison que nous n’avons pas mesuré le volume de la dentine qui
aurait été biaisée par cet effet.

4.5.1 Article : "3D visualization and quantification of bone
and teeth mineralization for the study of osteo/dentinogenesis
in mice models"

Dans cet article, présenté oralement a la conférence SPIE Medical Imaging,
Orlando 2011, nous montrons que :

— l'imagerie micro-CT couplée a la visualisation 3D en "volume rendering" est
un outil de choix pour 'analyse des tissus minéralisés de la mandibule de
souris

— la précision des images 3D rivalise avec celle des images d’histologie en ap-
portant une dimension supplémentaire

— les méthodes automatisées de segmentation permettent une analyse quanti-
tative de la chambre pulpaire des molaires pour mesurer la dentinogénese
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3D visualization and quantification of bone and teeth mineralization
for the study of osteo/dentinogenesis in mice models

A. Marchadier®, C. Vidal®, S. Ordureau®, R. Lédée?, C. Léger®, M. Young®, M. Goldberg”
? Institut PRISME, UPRES EA n°4229, 12 rue de Blois, 45067 Orléans, France
® Institut Pasteur and INSERM U747, 45 rue des Saints Péres, 75006 Paris
¢ UsefulProgress, 23 rue d’Anjou, 75008 Paris, France
¢NIDCR, NIH Bethesda, MD USA

ABSTRACT

Research on bone and teeth mineralization in animal models is critical for understanding human pathologies. Genetically
modified mice represent highly valuable models for the study of osteo/dentinogenesis defects and osteoporosis. Current
investigations on mice dental and skeletal phenotype use destructive and time consuming methods such as histology and
scanning microscopy. Micro-CT imaging is quicker and provides high resolution qualitative phenotypic description.
However reliable quantification of mineralization processes in mouse bone and teeth are still lacking. We have
established novel CT imaging-based software for accurate qualitative and quantitative analysis of mouse mandibular
bone and molars.

Data were obtained from mandibles of mice lacking the Fibromodulin gene which is involved in mineralization
processes. Mandibles were imaged with a micro-CT originally devoted to industrial applications (Viscom, X8060 NDT).
3D advanced visualization was performed using the VoxBox software (UsefulProgress) with ray casting algorithms.
Comparison between control and defective mice mandibles was made by applying the same transfer function for each 3D
data, thus allowing to detect shape, colour and density discrepencies. The 2D images of transverse slices of mandible and
teeth were similar and even more accurate than those obtained with scanning electron microscopy. Image processing of
the molars allowed the 3D reconstruction of the pulp chamber, providing a unique tool for the quantitative evaluation of
dentinogenesis.

This new method is highly powerful for the study of oro-facial mineralizations defects in mice models,
complementary and even competitive to current histological and scanning microscopy appoaches.

Keywords: micro-CT, volume rendering, region-growing segmentation, mouse mandible, bone mineralization.

1. INTRODUCTION

Research on bone and teeth mineralization in animal models is critical for understanding human pathologies. Genetically
modified mice are highly valuable models for research on bone and tooth mineralization, and for better understanding of
human bone and teeth pathologies [1]. Current investigations on mice dental and skeletal phenotype use destructive and
time consuming methods such as histology and scanning microscopy. Micro-CT imaging is quicker and provides high
resolution qualitative phenotypic description.

However reliable quantification of mineralization processes in mouse bone and teeth are still lacking. We have
established novel CT imaging-based software for (i) acurate qualitative and quantitative analysis of mouse mandibular
bone, (ii) 3D reconstruction of molar pulp chamber, providing a unique tool for the quantitative evaluation of
dentinogenesis.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Method overview

A micro-CT, originally devoted to industrial applications, was used to obtained high resolution 3D images of mouse
mandibles. Before data analysis, grey level calibration was achieved. Qualitative and quantitative analysis were
computed allowing complex visualization and 3D measurements (Figure 1).

Medical Imaging 2011: Biomedical Applications in Molecular, Structural, and Functional Imaging,
edited by John B. Weaver, Robert C. Molthen, Proc. of SPIE Vol. 7965, 79650J - ©
2011 SPIE - CCC code: 0277-786X/11/$18 - doi: 10.1117/12.878251
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Figure 1: Method overview for qualitative and quantitative analysis of mandibles

2.2 Mandible samples

Data were obtained from mandibles of mice lacking the Fibromodulin gene (KOFM mice 10 weeks old), which is
knowed to be involved in mineralization processes [2], and compared to wild type mice (16 mice/group).

2.3 Micro-CT imaging

For high-resolution 3D imaging of mandibles, we used a micro-CT originally devoted to industrial applications (Viscom,
X8060 NDT). The X-Ray source, designed with a molybdenum target, was set up with a voltage of 60kV and a current
of 200uA. The exposure time was lsec per frame. Mandible 3D images had an isotropic resolution of 13um and a
dynamic range of 16 bits.

2.4 Calibration of grey levels

Contrasts in grey levels of CT images rely on differential attenuations of X-Rays through the material. Theoretically,
only monochromatic X-Ray beam, as in synchrotron, can lead to a direct linear relation between grey level and density
[3]. The micro-CT X-Ray beam is polychromatic and may give rise to artifactual variations of the grey scale. The
principal artifact, beam hardening effect, leads to variations of grey level with the size of sample [3]. Different method
are available for beam hardening correction [4,5,6,7]. After correction, the relation between grey level and densities
could be calibrated by a linear approximation [8,9].

For the tomographic reconstruction process, we used an option of the dedicated software (Viscom software) that allowed
beam hardening correction. In order to obtain an accurate comparison between the mandibles of the two groups of mice,
we performed a systematic calibration of the CT images. Two references were used (i) the enamel at the tip of the
incisor, the density of which is constant in all mice, (ii) the background grey level. Histograms of 3D images were then
corrected according to the defined references. This correction protocol consisted on a shift/scale operation (Figure 2).

- e Histogram of the 3D dataset of mandible
1 PO ; ol '\-‘
i - --After correction
—Before correction

Grey Levels

Figure 2 : Histograms of the whole mandible dataset before and after correction

Proc. of SPIE Vol. 7965 79650J-2
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2.5 Visualization with volume rendering

Volume rendering is a well known technique used to visualize 3D discretely sampled datasets [10]. This technique is
particularly suitable to render images acquired by a CT, MRI, or MicroCT. In contrast to surface rendering, that need
first primitive extraction (as for example an isosurface), volume rendering allows direct voxels visualization with opacity
and color.

Implementation of volume rendering with a ray casting method, available in the VoxBox software (UsefulProgress), was
used for advanced visualization of mandibles. Comparison between control and defective mouse mandibles was made by
applying the same transfer function for each 3D data, thus allowing to detect shape, colour and density discrepancies.

We defined four transfer functions : one for opacity and three for color in a HSV space as illustrated in Figure 3 :
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Figure 3 : Transfer functions for opacity and HSV used for volume rendering

Two different views were computed : a sagittal orientation of the whole mandible and a thick region of interest in a
frontal orientation located between the first molar and the second molar (Figure 4).

Figure 4 : Sagittal view of a mandible (left) and junction between the first and the second molar (right)

2.6 Pulp chamber volume

The pulp chamber of the molar refers to the inner most portion of the tooth that contains the pulp. It constitutes a 3D
closed region suitable for region growing method segmentation. We used the connected threshold image filter available
in the Insight Toolkit [11] to extract the pulp chamber volume.

Three parameters were set as input: two thresholds of grey level and a 3D seed point.

Proc. of SPIE Vol. 7965 79650J-3
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Second Molar

Fig 5: Region growing segmentation of the pulp chamber of the second molar

3. RESULTS

3.1 Qualitative results

Volume rendering visualization allowed to identify three distinct parts forming the mandible as shown in Figure 6. The
distal part is the most mineralized module. The central part is subdivided into an upper zone containing the three molars
implanted in an alveolar bone, whereas in the lower part the basal bone encircled the incisor. The proximal part includes
endochondral-derived domains: the angular, condylar and coronoid processes. The dark brown color indicates that this
area is thinner and consequently less mineralized than the rest of the mandible.

PROXIMAL CENTRAL DMSTAL ROSTRAL PROCESS

Figure 6 : Volume rendering visualization showing the different regions of a mandible

The qualitative analysis of the mineralization distribution revealed a severe hypomineralization KOFM mice as shown in
Figure 7 :

10 weeks KO mice . 10 weeks control mice

LN T e

-

Fig 7: Volume rendering visualization of the mandibles of a KOFM (left) and a control mouse (right). The
KOFM mandible showed reduced mineralization in the condyl (posterior) part of the mandible,
alveolar bone area (around the roots of the molars) and in the basal bone around the incisor
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The proximal part of the mandible is less mineralized in KOFM than in WT mice. Hypomineralization is also observed
in the alveolar bone (upper middle) but became undetectable in the basal and rostral parts of the mandible.

Transverse virtual slices across the mandible allow to analyze the inner structure of the alveolar bone surrounding the
molar roots. The virtual slices, at the junction of the first and second molars, are similar and even more accurate than
those obtained with scanning electron microscopy, e.g. revealing the detailed range of mineralization defects of the
alveolar bone (Figure 8).

Fig 8: Comparison of 2D slices across the mandible using scanning microscopy (left) and micro-CT (right).
Micro-CT images allowed precise visualization of hypomineralized areas in KOFM slices, rivalizing
with scanning microscopy

The marrow spaces of the medulla (trabecular zone) are larger in the KOFM mice compared with the WT. No
difference is noted for the cortices.

3.2 Quantitative results on molars

The segmentation method allowed the 3D reconstruction and quantification of the entire pulp chamber volume of molars.
As described in Figure 9, KOFM mice showed a statistically significant larger volume in as compared to control mice
thus revealing for the first time a defect in dentinogenesis. Morphological changes, in the length of the roots, were also
observed (Figure 9 on right).

. p<0,005
Pulp Chamber Volume (mm3)
Group  Count Mean  SD T-Test
WT 1B 0154 0005 oaec
KOFM 16 0178  0.008
KOFM _ WT

Fig 9: Statistical results of pulp chamber volumes comparison (left) and 3D reconstruction (right) of pulp chamber
volumes of KOFM (grey) and control mice (yellow)
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4. CONCLUSIONS

The present imaging analysis is highly powerful for the study of oro-facial mineralization defects in mice models,
complementary and even competitive to current histological and scanning microscopy approaches.

This methodolgy constitutes a new tool for the study of mineralization defects, providing rapid and high resolution
imaging and quantitative correlates of phenotypic alterations.
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4.6 Conclusion

"Volume rendering" sur la mandibule de souris L’imagerie micro-CT cou-
plée aux outils que nous avons développé a permis de montrer pour la premiere fois
la répartition différentielle de la minéralisation de la mandibule en 3 secteurs dis-
tincts (Figure 4.25) :

— une partie proximale relativement peu minéralisée dérivée de l'ossification
endochondrale
— une partie centrale comprenant dans la zone supérieure l'os alvéolaire ou
sont implantées les trois molaires, la partie inférieure étant occupée princi-
palement par l'incisive en croissance au sein de 'os basal
— la partie distale constituée principalement de l'incisive en fin de processus
de minéralisation avec constitution de 1’émail
La mise en évidence de cette répartition apporte un éclairage nouveau sur les
processus d’ostéogenese différentiés de la mandibule. De plus la dentinogenese de
I'incisive, dont la croissance est continue, est clairement démontrée.

Histologie virtuelle Classiquement, 'analyse histologique du tissu minéralisé fait
appel a des méthodes invasives pour obtenir des coupes des échantillons. La microsco-
pie a balayage impose de réaliser des coupes de I’échantillon brut avec un microtome
dont l'orientation n’est pas parfaitement contrélée et donc peu reproductible.

L’imagerie par micro-CT permet de lever cette contrainte et de définir tres
précisément des plans de coupes virtuels et reproductibles. De plus la résolution des
images en micro-CT est comparable a celle de la microscopie électronique (Figure
4.26).

Un autre avantage de cette démarche est d’apporter des informations sur les
différences relatives de minéralisation au sein de 'os de la mandibule. Grace aux
codes couleur, sont mise en évidence des zones distinctes de minéralisation que ni la
microscopie électronique ni I’histologie classique ne peuvent révéler.

Quantification du volume pulpaire pour I’étude de la dentinogenese de la
molaire de souris L’outil original que nous avons développé pour la segmentation
de la chambre pulpaire présente I'intérét d’obtenir une information quantitative sur
le processus de fabrication de la dentine. Ce résultat est particulierement utile pour
I’analyse des modeles murins de pathologies de la dentinogenese.
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FIGURE 4.25 — Visualisation en "volume rendering" montrant différentes régions au
sein de la mandibule

FIGURE 4.26 — Comparaison entre les images de coupes de mandibules obtenues en
microscopie électronique a balayage et en micro-CT
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5.1. Introduction

5.1 Introduction

La fibromoduline est une protéine identifiée dans le cartilage, le tendon, la peau,
la sclérotique de l'oeil et la cornée. Plusieurs études suggerent que la fibromoduline
joue un réle dans la minéralisation osseuse et dentinaire en controllant la fibrillogé-
nese du collagene [Milan et al., 2005] [Font et al., 1998] [Matheson et al., 2005].

Chez les souris invalidées pour le géne de la fibromoduline (Fmod-KO), des
pathologies de type ostéoporose ont été identifiées [Ameye and Young, 2002]. Une
analyse des tissus dentaires par les techniques classiques de microscopie a balayage
avait permis de montrer des anomalies de 'amélogenese, de la dentinogenese et de
la formation de 'os alvéolaire chez les souris Fmod-KO nouveaux-nées et de 7 jours
|Goldberg et al., 2006]. Les altérations phénotypiques apparaissaient moins nettes
chez les souris Fmod-KO a 21 jours. Ces résultats pouvaient étre dis soit a des
mécanismes de compensation du déficit en fibromoduline, soit a des limitations des
techniques d’investigations utilisées [Goldberg et al., 2008].

Ces premieres données nous ont incité a exploiter 'imagerie 3D par micro-CT
pour poursuivre 'investigation du phénotype des souris Fmod-KO. Nous avons com-
paré le phénotype osseux et dentaire des mandibules de souris Fmod-KO de 3 et 10
semaines. L’imagerie 3D a conforté les observations histologiques de 1’os alvéolaire
et révélé de nouvelles altérations phénotypiques de la chambre pulpaire des molaires.

5.2 Article : "Differential Effects of Fibromodu-
lin Deficiency on Mouse Mandibular Bones
and Teeth : A Micro-CT Time Course Study"”

Dans cet article nous montrons que :

— les coupes virtuelles par micro-CT dans 'os alvéolaire de la molaire de souris
Fmod-KO révelent des défauts de minéralisation en tout point comparables
aux images de microscopie a balayage

— la mesure du volume de la chambre pulpaire révele un défaut de dentinoge-
nese chez les souris fmo-KO

— I'imagerie 3D micro-CT est un outil de choix complémentaire des approches
de microscopie classique pour la caractérisation phénotypique des souris
Fmod-KO
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Introduction

Small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) are struc-
tural proteins of the extracellular matrix, present in min-
eralized tissues, also involved in intracellular signal regu-
lation. Five distinct families of SLRPs have been identi-
fied to date [Schaefer and Iozzo, 2008]. Class I includes
decorin (Dcn) and biglycan (Bgn), 2 chondroitin sulfate/
dermatan sulfate (CS/DS) proteoglycans (PGs) implicat-
ed in bone and dentin mineralization. Class II members
contain primarily keratan sulfate (KS) and an undersul-
fated form of KS. Lumican, fibromodulin (Fmod), and
osteoadherin are members of class IT KS PGs. These 3
molecules have been identified in mineralized tissues
[Embery et al., 2001]. In contrast, SLRPs that are mem-
bers of class III to class V have not yet been detected in
mineralized tissues and therefore are not considered
here.

Gene-targeting studies on Dcn-, Bgn-, and Fmod-KO
mice have established a link with dental and bone abnor-
malities and support the concept that these molecules
play roles in the mineralization processes [Ameye and
Young, 2002; Goldberg et al. 2005]. The roles of Fmod still
need to be further deciphered. Our first approach was to
map KS in dental tissues, and immunolocalization stud-
ies revealed a non-uniform distribution in predentin with
a gradient, suggesting a potential role in dentin mineral-
ization [Embery et al., 2001]. Using both light and elec-
tron immunohistochemistry on 1-day-old wild-type
(WT) and Fmod-KO mice, we uncovered a potential role
of this molecule in collagen fibrillogenesis [Goldberg et
al., 2006]. Specifically, these studies showed that the di-
ameter of collagen fibrils is larger in the predentin of
Fmod-KO mice compared with WT mice. Additionally,
these studies showed that dentin is hypomineralized and
that there are structural defects in the forming dentin
and enamel [Goldberg et al. 2006]. Further, enhanced im-
munolabeling was detected for 3 small integrin-binding
ligand, N-linked glycoproteins (SIBLINGs) [Fisher and
Fedarko, 2003], dentin sialoprotein (DSP), dentin matrix
protein-1 (DMP1), and bone sialoprotein (BSP), suggest-
ing the occurrence of compensatory mechanisms in den-
tal tissues; this finding was confirmed by Western blot-
ting [Goldberg et al., 2009].

Genetically modified mice are highly valuable models
for research on bone and tooth mineralization and for a
better understanding of human bone and tooth patholo-
gies [Ameye and Young, 2002]. Normally, experimenta-
tion to evaluate dental and skeletal phenotypes involves
destructive and time-consuming procedures. To improve

2 Cells Tissues Organs 324397-T3
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this process and, at the same time, reliably quantitate the
mineralization process, we used a new-generation micro-
focus computed tomography system (micro-CT) (Vis-
com, X8060 NDT). The Viscom system provides an opti-
mal compromise between spatial resolution, acquisition
time, and high-quality imaging. The dedicated software
(VoxBox; UsefulProgress) allows advanced visualization
of 3-D data with ray-casting algorithms. Micro-CT imag-
ing is quicker and provides high-resolution qualitative
and phenotypic analysis. Consequently, we investigated
the effects of Fmod deficiency on mouse mandibles and
obtained: (i) an accurate qualitative and quantitative
analysis of the mandibular bone, (ii) a 3-D reconstruction
of the pulp of the molar (a new approach for the quantita-
tive evaluation of dentinogenesis), and (iii) a time-course
study which was carried out in order to determine wheth-
er the effects of the gene targeting are permanent or, rath-
er, transient. Therefore, teeth and mandibles from 3- and
10-week-old Fmod-KO mice were compared with age-
matched WT mice.

Materials and Methods

All experiments were performed under an institutionally ap-
proved protocol for the use of animals in research (No. NIDCR-
IRP-09-536). Fmod-KO mice were generated by gene targeting in
embryonic stem cells. All mice were genotyped by PCR analysis
using DNA isolated from a small tail biopsy as previously de-
scribed. Data obtained from mandibles of 3- and 10-week-old
Fmod-KO mice were compared with age-matched WT mice (16
mice/group).

Micro-CT Imaging

To improve this process and at the same time reliably quanti-
tate the mineralization process, for high-resolution 3-D imaging
of mandibles we used a new-generation micro-CT originally de-
voted to industrial applications (Viscom, X8060 NDT). The Vis-
com system provides an optimal compromise between spatial
resolution, acquisition time, and high-quality imaging. The ded-
icated software (VoxBox; UsefulProgress) allows advanced visu-
alization of 3-D data with ray-casting algorithms. X-ray source
parameters were: 60 kV, 200 A, and an exposure time of 1 s for
each frame. Mandible 3-D images had an isotropic resolution of
13 wm and a dynamic range of 16 bits.

Calibration of Grey Levels

Contrasts in grey levels of CT images relied on differential at-
tenuations of X-rays through the material. Theoretically, a mono-
chromatic X-ray beam will give a direct relation between grey lev-
el and density. Because the micro-CT X-ray source is polychro-
matic, it could give rise to artifactual variations of the grey scale.
Therefore, in order to obtain an accurate comparison between the
mandibles of the 2 groups of mice, we performed a systematic
calibration of the CT images. Two references were used: (i) the

Goldberg et al.
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Proximal

Coronoid

Condylar
process

Fig. 1. Micro-CT imaging of the mandible ~ JRNSHIEY:
clearly shows the 3 different domains with ~ JYRYGE
an unequally distributed pattern of thick-
ness and mineralization.

enamel at the tip of the incisor, the density of which is constant in
all mice, and (ii) the background grey level. Each mandible histo-
gram was checked for its grey scale level and shifted if necessary
according to the defined references before proceeding to the 3-D
reconstruction.

Visualization with Volume Rendering

We used VoxBox software (UsefulProgress) for the advanced
visualization of 3-D datasets with ray-casting algorithms. Com-
parison between control and mutant mouse mandibles was made
by applying the same transfer function for each 3-D data set, thus
allowing the detection of shape, color, and density discrepancies.
The same protocol was used to visualize 2-D virtual slices across
the mandible.

Dental Pulp Volume and 3-D Reconstruction

The dental pulp of the molar refers to the inner most portion
of the tooth that contains the crown and root pulp (also including
in the calculation a very thin predentin layer). It constitutes a 3-D
closed region and we used the connected threshold image filter
available in the Insight Toolkit to extract the ‘pulp’ volume.

Results

Different Domains of the Mandible and Identification

of the Target of Fmod Deficiency

The mouse mandible has long served as a model sys-
tem for complex morphological structures. According to
Klingenberg et al. [2004], the mandible consists of 2 main
modules, i.e. the alveolar region and the ascending ra-
mus. This appears to be an oversimplification, and the
images of the mouse mandible obtained by micro-CT fol-
lowed by 3-D advanced visualization using VoxBox soft-
ware showed a more complex organization. Three dis-
tinct parts formed the mandible. The distal or rostral (an-
terior) part differed from the central part and represents
the most mineralized module. The central part was sub-

Effects of Fmod Deficiency on
Mineralized Tissues
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Central Distal

Alveolar bone Rostral
process

divided into an upper zone containing the 3 molars im-
planted in an alveolar bone, whereas in the lower part the
basal bone encircled the incisor. The posterior (proximal)
part included endochondral-derived domains: the angu-
lar, condylar, and coronoid processes. The dark brown
color indicates that this area is thinner and consequently
reflects less mineralization than the rest of the mandible
(fig. 1).

The main target of Fmod deficiency was the posterior
(proximal) part of the mandible, including condylar, cor-
onoid, and angular processes, which was less dense in
3-week-old Fmod-KO mice compared with the WT. This
was also detectable in the alveolar bone (upper middle)
but became undetectable in the basal and rostral parts of
the mandible (fig. 2a, b). The difference between Fmod-
KO and the WT was reduced but still detected in the
10-week-old mice (fig. 2c, d).

Altogether, these findings indicate that (i) the man-
dible is a mosaic formed by different domains with an
unequally distributed thickness and mineralization pat-
tern and (ii) the proximal and alveolar parts of the man-
dible constitute the specific targets of Fmod deficiency.

Effects of Fmod Deficiency on the Medulla

In transverse sections of the mouse mandible virtu-
ally sliced exactly between the Ist and 2nd mandibular
molars, the marrow spaces of the medulla (trabecular
zone) were larger in the Fmod-KO mice compared with
the WT. This broadening was observed both in the young
(3-week-old) (fig. 3a, b) and in the mature (10-week-old)
mice (fig. 3¢, d). No difference was noted for the cortices.
Therefore, bone hypomineralization was associated with
the enlargement of endosteous spaces. There was no
spontaneous repair or rescue of this phenotype during
the aging process, at least for the period of time studied.

Cells Tissues Organs 324397-T3 3

07.03.2011  14:19:57

v
£
=
S
<
el
=
T
>
T
c
2
2
9]
>
o
5]
o]

92




CHAPITRE 5. ETUDE PHENOTYPIQUE DE MANDIBULES DE SOURIS
INVALIDEES POUR LE GENE DE LA FIBROMODULINE (FMOD-KO)

v
£
=

s IE
<
o
=
T

>
©
c
.
2
o
>
o
Gl
O

Fig. 2. a Three-week-old WT mice man-
dibles. b Three-week-old Fmod-KO mice
mandibles. The target of the deficiency is
clearly identified in the proximal and cen-
tral alveolar bone (white asterisks), where-
as the mandible is less affected by the defi-
ciency in 10-week-old WT (c) and Fmod-
KO (d) mice.

Color version available online

Fig. 3. Compared with 3-week-old mice WT mice (a) and 10-week-old WT mice (c), bone marrow spaces (in
black) are larger in the medulla of 3-week-old (b) and 10-week-old Fmod-KO (d) mice.

3-D Reconstruction of the Pulp of the First the roots was nearly identical in the Fmod KO and WT

Mandibular Molar mice (fig. 4a, b, d). In contrast, in the 10-week-old

In 3-week-old Fmod-KO mice, 3-D reconstructions mice, the length of the roots was shorter in the Fmod-
of the pulp showed there was reduced dentinogenesis KO group and the pulp volume was restricted, suggest-
because the volume of the pulp was larger, i.e. in the ing a reactivation of dentinogenesis at that time
lower part of the root pulp (apical part). The length of  (fig. 4c¢).

4 Cells Tissues Organs 324397-T3 Goldberg et al.
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Fig. 4. The 3-D reconstruction of the den- ]
tal pulps (including the pulp and preden- 0.15 -
tin) shows a larger volume in the 3-week- B
old Fmod-KO mice (reduced dentinogen- 1 l
esis) compared with age-matched WT (a, ]
b, d), but there is a smaller pulp volume in 012
the 1st molar of 10-week-old Fmod-KO Fmod-KO_M1 WT_M1
mice (reactivated dentinogenesis) com- |@ Variables
pared with age-matched WT (c). The 3-D
reconstruction of the 1st mandibular mo- Standard  Different from
lar pulp of Fmod-KO is in purple and it is Group  Count Mean error groups
in green for the WT. There was about a WT_M1 4 0.1543 0.0059 KO_M1
17% enlargement of the pulp volume (in Ko_m1 5 0.1776 0.0065 WT_M1
mm?®) in the Fmod-KO mice. d

Discussion

For years there has been a debate about the functions
of GAGs or PGs with regard to whether they are min-
eralization inhibitors or promoters; because GAGs are
more abundant in osteoid and predentin, but are de-
creased in bone or in dentin, PGs were considered to be
inhibitors that had to be enzymatically degraded before
the onset of mineralization [Baylink et al., 1972; Hall et
al., 1999; Embery et al. 2001]. Other reports established
that CS/DS and KS PGs are present in mineralized tissues
[Embery et al, 2001]. Radioautographic investigation
first showed the occurrence of a dual incorporation of
labeled PG precursors in dental tissues [Lormée et al.,
1996]. One group of PGs is first secreted in the predentin
and contributes to collagen fibrillogenesis. They are sub-
sequently removed after enzymatic degradation. A sec-
ond group of SLRPs secreted near the predentin-dentin
junction is implicated in the mineralization processes
and is further incorporated in the dentin as stable matrix
components in the mineralized dentin. Previous studies
on Bgn-, Dcn-, and Fmod-KO mice have implicated all of
these molecules in dentin mineralization [Goldberg et al.,
2005,2006, 2009]. The present study confirms that Fmod
influences the mineralization of bone and dental tissue.

Effects of Fmod Deficiency on
Mineralized Tissues
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This regulation may be due to the effect of SLRPs on col-
lagen fibrillogenesis evidenced by the observation that
larger diameters of collagen fibrils were present in the
predentin of Bgn-KO and Fmod-KO teeth [Goldberg et
al., 2005, 2006]. Despite some discrepancies in different
reports related to the occurrence of thinner or larger di-
ameters, depending on the site and organ studied, the
influence of SLRPs on collagen cross-linking patterns
during fibril growth is now well recognized [Kalamajski
and Oldberg, 2010].

In this context, it is worth noting that Fmod-deficien-
cyinfluences bone mineralization in both young and ma-
ture mice, whereas such effects become undetectable in
dental tissues of 10-week-old Fmod-KO mice. This phe-
notypic change and diverging effect(s) of Fmod may be
due to differences in the molecular weight of Fmod be-
tween the 2 tissues (in bone there is a single band at 52
kDa, whereas in teeth 2 bands are detected, i.e. one at 52
kDa and another at 40 kDa), related or not to the phos-
phorylation or glycosylation of the molecule, and/or to
compensatory mechanisms that interfere with the min-
eralization process [Goldberg et al., 2009].

The micro-CT method used here allows, for the first
time, mapping of the different domains of the mouse
mandible. In this regard, it is important to note that the
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rostral and basal parts of the mandible result from mem-
branous ossification whereas the posterior part and al-
veolar bone derive from endochondral ossification. The
parallel cross talk between the different domains, their
level of mineralization, and the recognition of the terri-
tory influenced by Fmod imply that the loss of this PG
can affect the chronologic activation of a series of spe-
cific genes, growth factors, and transcription factors
which then regulate the formation of the mouse mandi-
ble.

It is now recognized that Fmod is critical in organizing
niches of stem/progenitor cells [Bi et al., 2007]. In this
context, the large marrow spaces seen in the medulla of
the Fmod-KO mice may have a consequence in a reduc-

tion of the number of bone trabecula and consequently of
endosteal progenitors. This may contribute to reducing
the conversion of proosteoblastic cells into osteoblastic
cells and finally to a reduction of new bone formation
leading to the osteoporosis induced by Fmod deficiency
[Ameye and Young, 2002].
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5.3. Discussion

5.3 Discussion

Hypominéralisation des mandibules des souris Fmod-KO On distingue
clairement chez la souris Fmod-KO a 3 semaines des zones hypominéralisées (mar-
quées par des astéristiques sur la Figure 5.1 b et d) au niveau de I'os alvéolaire de la
zone médiane et de la portion postérieure de la mandibule. A 10 semaines, les diffé-
rences s’estompent sauf au niveau de la portion postérieure de la mandibule ot elles
restent bien marquées. De plus, 'os alvéolaire est en quantité moins importante ce
qui a pour conséquence une altération de ’environnement radiculaire des molaires.

WT -10w

FIGURE 5.1 — Appréciation qualitative en "volume rendering" de la répartition de
la minéralisation sur des mandibules de souris sauvages (a et c¢) et KO pour la
fibromoduline (b et d) agées de 3 (a et b) et 10 semaines (c et d)

Analyse de la zone médullaire sur les coupes virtuelles de la mandibule
chez les WT et KO Des coupes virtuelles réalisées entre les deux premieres
molaires permettent de distinguer 1'os cortical de 1'os spongieux et des différences
relatives de la répartition des densités entre les souris Fmod-KO et WT (Figure 5.2).

Chez les souris Fmod-KO, de 3 et 10 semaines, les lacunes osseuses occupent
une surface plus importante que chez les souris WT a tel point que la table osseuse
jugale apparait tres fine, et que certaines trabécules semblent en continuité avec
I’espace ligamentaire de l'incisive. La comparaison avec la microscopie a balayage
(ions rétrodiffusés) confirme la déminéralisation de l'os alvéolaire ou s’inseérent les
molaires chez les souris Fmod-KO. La résolution de 'imagerie par micro-CT permet
une évaluation anatomique comparable a la microscopie. De plus elle présente I'avan-
tage d’examiner des coupes définies précisément contrairement aux coupes utilisée
microscopie.
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FI1GURE 5.2 — Coupe virtuelles associé¢es au "volume rendering" entre les deux pre-
mieres molaires de la mandibule de souris WT (a et ¢) et KO (b et d) agées de 3 (a
et b) et 10 semaines (c et d)

FI1GURE 5.3 — Comparaison entre des images obtenues apres section transversale
de la mandibule de souris Fmod-KO (KOFM) et de souris sauvage (WT) par au
microscope électronique a balayage (a gauche) et d’images non destructives obtenues
par micro-CT (& droite)

FIGURE 5.4 — Reconstruction 3D des molaires (en transparence) et de la pulpe des
molaires

Augmentation du volume pulpaire des molaires des souris Fmod-KO agées
de 3 semaines Les outils d’imagerie par micro-CT ont permis pour la premiere
fois d’obtenir une représentation 3D de la pulpe des molaires mandibulaires de souris
Fmod-KO (Figure 5.4) et de quantifier le volume de la chambre pulpaire (Figure 5.5
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a gauche).

P=0.005
Pulp Chamber Volume (mm3)

Group  Count  Mean 50 T-Test
WT 18 015 0008
KOFM ® 0ITe 9008

RS

KON W

FI1GURE 5.5 — Résultats des mesures de volumes pulpaires de la premiere molaire
montrant une différence significative entre WT et KO

A 3 semaines, le volume pulpaire de la premiére molaire du groupe Fmod-KO
est significativement plus important que celui du groupe contréle (Figure 5.5). Le
résultat suggere que 'absence de fibromoduline est associée a une diminution ou
un ralentissement de la dentinogenese. Ces résultats s’accordent avec les données
obtenus par les techniques classiques de microscopie a balayage qui avait permis
de détecter des anomalies de 'amélogenese et de la dentinogenese, chez les souris
Fmod-KO nouveaux-nées et de 7 jours [Goldberg et al., 2006].
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FIGURE 5.6 — Superposition des volumes pulpaires des souris WT et KO de 10
semaines

A 10 semaines, on ne trouve plus de différence significative de volume pulpaire
entre les souris Fmod-KO et les WT. Ce résultat suggere qu’il existe chez les souris
Fmod-KO des mécanismes de compensation de la dentinogenése.

5.4 Conclusion

Notre étude réalisée a partir de données obtenues par micro-CT sur les souris
Fmod-KO et WT a permis de valider les outils d’analyses qualitatives et quantita-
tives des tissus osseux et dentaires chez la souris. La possibilité d’évaluer les défauts
de dentinogenese via la reconstruction 3D et de mesurer le volume de la chambre
pulpaire des molaires de souris apporte de nouvelles perspectives pour le suivi longi-
tudinal des souris génétiquement modifiées, entre la formation initiale post-éruptive
de la dent (3 semaines) et le stade adulte (10 semaines). On peut aussi envisager le
recours a cette méthode pour I’évaluation des thérapies régénératives de la sphere
oro-faciale [Lacerda-Pinheiro et al., 2008].
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6.1. Introduction

6.1 Introduction

La prothese totale de hanche (Figure 6.1) est une avancée majeure en ortho-
pédie. En France, 120.000 poses de protheses sont effectuées chaque année. Dans la
majeure partie des cas, 'implant est formé d’une partie en polyéthylene (PE) dont
I'usure au fil des années constitue le principal risque de complication. On observe
en effet, une ostéolyse péri-prothetique (OPP) qui résulte d'un mécanisme initié par
la présence de particules de polyéthylene (PE) produites par le frottement de la
prothese articulaire. A terme, ’'OPP peut provoquer le descellement des implants.

FIGURE 6.1 — Radiographie d'un patient avec une prothese de hanche et photo d'une
prothese (a droite)

L’ostéoporose post-ménopausique, provoquée par la diminution de la produc-
tion d’estrogenes, est une situation couramment rencontrée chez les femmes opérées
d’une arthroplastie totale de hanche. Elle a en commun avec I’OPP T'accélération
du remodelage osseux.

Pour aborder ces question expérimentalement, il existe un modele murin mis au
point par von Knoch [von Knoch et al., 2004]. Chez la souris, I'injection de particules
de PE sous la calotte cranienne (calvaria) mime 'ostéolyse induite par les protheses.

Dans cette étude nous avons utilisé ce modele de calvaria murin, chez des
souris ovariectomisées (OVX) et des souris contrdles (Etude A) et chez des souris
ovariectomisées avec ou sans supplémentation en oestradiol (Etude B). Les deux
études détaillées dans ce chapitre ont pour objectifs :

— de confirmer la pertinence du modele murin avec implantation de PE au
niveau de la calvaria

— d’étudier les mécanismes d’ostéolyse liés aux particules de PE en relation
avec la présence ou 'absence d’oestrogenes

— de caractériser les modifications osseuses d’un os plat engendrées par ’ova-
riectomie
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6.2 Etude A : ostéolyse induite par les particules
de PE et interaction avec ’ovariectomie

FI1GURE 6.2 — Illustration de la région de la calvaria analysée en micro-CT

Nous avons utilisé le micro-C'T Skyscan 1178 pour 'analyse ex vivo des calva-
ria disséquées (Figure 6.2). Des images 3D d’une résolution isotrope de 10 pm ont
été obtenues avec les parametres d’acquisition suivants : 80 kV et 100 pA, 100 ms
d’exposition et moyennage de 10 images pour chaque orientation tous les 0.9°.

Apres I'imagerie par micro-CT, I’évaluation de l'ostéolyse induite par les par-
ticules de PE a été complétée par histologie non décalcifiée avec un microscope
(Eclipse TE 2000-U, Nikon) et un logiciel d’analyse (NIS Elements, Nikon) couplé a
une caméra couleur haute définition (DXM1200MF, Nikon).

6.2.1 Analyse des données 3D de la calvaria
6.2.1.1 Définition de la région d’intérét

Nous avons analysé les calvarias par micro-CT dans le but d’obtenir des pa-
rametres quantitatifs d’une perte osseuse au niveau de la zone d’implantation des
particules de PE. La premiere étape a été la définition d’une région d’intérét ("Re-
gion Of Interest' : ROI) sur la zone implantée en particule de PE avec comme
caractéristiques la taille, la forme et le positionnement.

Dans étude précédente sur une problématique proche, les auteurs ont défini
une ROI de forme rectangulaire, ce qui peut induire un biais dans les mesures 3D
[Tsutsumi et al., 2008] si I’échantillon n’est pas orienté correctement pendant ’ac-
quisition au micro-CT. Dans notre étude nous avons choisi une forme sphérique
centrée sur un repere anatomique dont 'identification en 3D est simple afin que le
calcul des parametres quantitatifs ne soit pas dépendant de l'orientation.

La taille et la position de la spheére ont été ajustées a partir des rendus 3D
montrant les zones d’ostéolyse (Figure 6.3). Nous avons choisi comme ROI une
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Souris Témoin Souris avec PE

FIGURE 6.3 — Visualisation des calvarias en 3D avec deux rendus différents de "vo-
lume rendering" permettant d’apprécier les zones d’ostéolyse

sphere de 2 mm de diametre centrée sur une zone située a une distance de 1 mm du
croisement des sutures (Figure 6.4).

FIGURE 6.4 — Illustration de la ROI sphérique
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6.2.1.2 Parametres quantitatifs de ’ostéolyse

Les caractéristiques morphologiques des os comprennent des régions corticales
denses et des régions trabéculaires poreuses. Les os plats comme la calvaria ne ré-
pondent pas a cette classification. Classiquement I’analyse par micro-CT de 'ar-
chitecture osseuse permet de décrire le réseau de travées de 'os trabéculaire et le
réseau de pores de 'os cortical avec des parametres morphologiques, de connexité,
de texture ou encore fractals. Pour la calvaria aucune étude n’a jamais défini de
parametres spécifiques. Nous avons choisi d’appliquer a la calvaria, les parametres
morphologiques suivants :

— La proportion de tissu osseux dans une région (Bone volume/Tissue Volume

ratio : BV/TV).

— La largeur des travées (Trabecular Thickness : Th.Th) est utilisée pour ca-
ractériser I'épaisseur de la plaque osseuse. Ce parametre est calculé direc-
tement en 3D en remplissant virtuellement 1’os par des spheres. La valeur
moyenne du diametre de toutes des les spheres donne I’épaisseur du tissu
osseux [Hildebrand and Riiegsegger, 1997].

— La surface spécifique (Bone Surface/Bone Volume ratio : BS/BV') renseigne
sur I'organisation de la forme 3D. Plus cette valeur est élevée plus la com-
plexité de l'objet est importante (Figure 6.5).

"

S < BS
v=BV
BS/BV < BS/BV

FIGURE 6.5 — Illustration de la complexité d'une forme avec le parametre BS/BV.
En 2D BS correspond au périmetre de la forme et BV a sa surface

Le calcul de ces parametres a été effectué avec le logiciel Ct-An (Skyscan) sur
des images binaires obtenues par seuillage global avec une valeur fixe identique pour
tous les échantillons et définie apres étude de I'ensemble des histogrammes 3D.

6.2.2 Article : "Decrease in Particle-Induced Osteolysis in
Ovariectomized Mice"

Dans cet article nous montrons que :

— ce modele animal couplé a I'analyse par micro-CT est pertinent pour la
compréhension des mécanismes de perte osseuse liés aux particules de PE

— lanalyse par micro-CT a permis pour la premiere fois d’obtenir des para-
meétres quantitatifs 3D d’un os plat tel que la calvaria

— les parametres 3D sont en accord avec I’histomorphométrie
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Decrease in Particle-Induced Osteolysis in Ovariectomized Mice
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ABSTRACT: Postmenopausal osteoporosis is a common disorder that results from increased osteoclastic activity caused by estrogen
deficiency. Whether postmenopausal bone remodeling can alter the response to particulate debris is unknown. The purpose of this study was
to evaluate the bone response to polyethylene particles in an ovariectomized murine model. Polyethylene particles were implanted onto the
calvaria of seven control mice and seven ovariectomized (OVX) mice, as compared with calvaria from sham-operated and OVX mice. Calvaria
were harvested after 14 days. Skulls were analyzed with a high-resolution micro-CT and by histomorphometry after staining with Stevenel
blue and picrofuschine, and for tartrate-specific alkaline phosphatase. As assessed by micro-CT, particle implantation induced a significant
decrease in bone thickness in control mice, while bone thickness remained stable in OVX mice. In particle-implanted animals, the osteoclast
number was 2.84 + 0.3 in control mice and 1.74 +0.22 in OVX mice. Mean bone loss was —12% + 1.9% in control mice and —4.7% + 1.7% in
OVX animals. The reduction of osteolytic response suggests that ovariectomy may have a protective role against particle-induced bone

resorption. © 2009 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res

Keywords:

particle-induced osteolysis; aseptic loosening; ovariectomy; postmenopausal osteoporosis, 3D micro-CT

Aseptic loosening of total joint replacements appears as
a consequence of periprosthetic osteolysis, caused by an
inflammatory reaction initiated by macrophages.!™
Polyethylene (PE) particles generated by the bearing
couple are phagocytosed by macrophages, which in turn
release various bone-resorptive cytokines.*™'! These
cytokines enhance osteoclastogenesis directly or indi-
rectly via the receptor activator of the nuclear factor «f§
(RANK)-RANK ligand (RANKL) signaling pathway,
leading to bone resorption.’!! Although a significant
relationship exists between PE linear wear and the risk
for revision for aseptic loosening, great variations in the
degree of osteolysis are sometimes encountered in the
clinical practice, suggesting that patient-specific factors
cause variability in the host response to PE particles.
Recently, it has been reported that the severity of
radiographic osteolysis correlated with an increase in
IL-6 serum concentrations in retrieved peripheral blood
stimulated by PE particles.!? Experimentally, individ-
ual factors, such as genetically determined obesity*®
and genetics,'* consistently influence particle-induced
osteolysis.

Postmenopausal osteoporosis is a common disorder
that results from increased osteoclastic activity caused
by estrogen deficiency.'® The latter commonly affects
middle-aged and older women. Powerful inducers of bone
resorption, such as IL-1, IL-6, and TNF-a, appear to play
an important role in the biological pathway of both
particle-induced osteolysis and postmenopausal bone
loss.'®!" Experimentally, ovariectomy is known to
decrease bone mass,'® stimulate bone remodeling,'%2°
and increase IL-6 levels in bone marrow.?! The demon-
stration that particle-induced osteolysis is increased
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when bone remodeling is accelerated as a result of
ovariectomy has not yet been established.

To address this question, we used the calvarial
particle-induced osteolysis model developed by von
Knoch.?? PE particles were implanted onto calvaria of
control and ovariectomized (OVX) mice to stimulate
particle-related osteolysis as assessed by micro-CT and
histomorphometry.

MATERIALS AND METHODS

Particles

Pure PE particles (Ceridust VP 3620) were obtained as a gift
from Clariant (Gersthofen, Germany). Particle size was deter-
mined as an equivalent circular diameter®® using scanning
electron microscopy (Stereoscan S260, Cambridge Instrument
Co., Ltd., Cambridge, UK) after 20-nm Au/Pd metallization.
More than 55% of the particles were <5 pm in size. The mean
particle size was 5.14 & 3.05 um (median 4.39 um; range 0.52—
15.5 um). All particles were washed in ethanol to remove
endotoxins using previously described protocols.?* The par-
ticles were then processed under sterile conditions in a cell
culture hood.

Animal Surgery and Experimental Protocol

Twenty-eight 11-week-old C57BL/6J mice were purchased
from Janvier Laboratory (Le Genest-Saint-Isle, France). All
mice were handled in agreement with French and interna-
tional guidelines for care and use of laboratory animals.
Fourteen mice were ovariectomized by the dorsal approach
under general anesthesia (isoflurane) and constituted the OVX
group; 14 non-OVX mice constituted the control group.
Animals were housed in quarantine under local vivarium
conditions (24°C, 12 h/12 h light/dark cycle) for 1 week.

The surgical procedure has been described previously.??
Briefly, mice were operated under general anesthesia via
inhaled isoflurane. All mice were 12 weeks of age at surgery.
A 0.5x0.5 cm? area of periosteum was exposed by making a
10-mm midline sagittal incision over the calvaria. Seven control
mice were sham-operated without particle implantation
(group I, sham), and seven control animals received 20 pg of
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dried PE particles (group II). Seven OVX animals were sham-
operated (group III, sham), and seven OVX animals were
implanted with 20 ug of PE particles (group IV). In groups ITand
IV, the particle powder was distributed uniformly over the
intact periosteum using a sterile sharp surgical spoon. The
incision was closed using nonabsorbable suture (Ethicon,
Somerville, NJ). The mice were returned to their cages after
they were able to right themselves. Water and food were given
ad libitum. No mice died during the experiments, and no wound
complications were observed. Fourteen days postoperatively,
the mice were euthanized, and the calvaria harvested for micro-
CT imaging and undecalcified histology.

Micro-CT Imaging and Volumetric Osteolysis Analysis

The skulls were analyzed with a high-resolution micro-CT
(Skyscan 1172; Skyscan, Aartselaar, Belgium) to perform
qualitative and quantitative analyses of the calvarial bone.
Micro-CT analysis focused on the osseous properties in the
area of the sagittal suture of the skulls. The radiographic
projections (n =210) were acquired at 80 kV and 100 pA with a
fixed exposure time of 100 ms. Eight frames were averaged for
each rotation increment of 0.9° to increase the signal-to-noise
ratio. Three-dimensional images were reconstructed with a
voxel average size of 10 pm, using the manufacturer
reconstruction software (NRecon, Skyscan). Data were ana-
lyzed with a global fixed threshold, according to the method
previously described.?’ To minimize the bias from the 3D
orientation of the calvaria, a spheric volume of interest (VOI)
of 2 mm in diameter with the midline suture of the skull in its
center was defined (Fig. 1A). For quantitative analysis of PE
particle-induced osteolysis, the resident software (CTAn,
Skyscan) was used to obtain the following parameters within

O

BVITV (%)

Th.Th (mm)

sham P shain PE
Contral OVE

Figure 1.

the VOI: bone volume (BV), tissue volume (TV), bone surface
(BS), and trabecular thickness (Tb.Th.). To assess the particle-
induced bone loss quantitatively, results were expressed as the
mean difference of BV/TV [A (BV/TV)] and mean difference of
Tb.Th [A (Tb.Th)] between sham-operated animals and
particle-treated animals, in control and OVX groups.

Histological Evaluation of Osteolysis

The calvaria were dehydrated by daily changes of formaldehyde,
before infiltration with a mixture of methylmethacrylate-2-
hydroxyethyl and methylmethacrylate. The undecalcified
calvaria were oriented on edge, embedded in the methylme-
thacrylate, and then cut with a microtome (Microcut 2; Brot
Technologies, Argenteuil, France). Sections (10 pm) were
collected at the depth where particles were detected within
the calvaria tissue. These sections were stained with Stevenel
blue and picrofuchsine, and a serial section stained for
tartrate-specific acid phosphatase-positive (TRAP) osteoclasts
(Acid Phosphatase kit; Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).
Tissue analysis was performed with a photomicroscope
(Eclipse TE 2000-U; Nikon, Amstelveen, The Netherlands)
and an automated image analyzing system including a high-
resolution color video-camera (DXM1200F; Nikon) and resi-
dent software (NIS Elements; Nikon).

Using x 20 magnification, the histomorphometric analysis of
each calvaria cap was performed on the most central section and
on four adjacent sections. The region of interest was defined by
the area of soft tissue including bone resorption pits adjacent to,
and in continuity with, the midline suture. The sagittal suture
area was determined by tracing the area of soft tissue between
the parietal bones, and including resorption pits on the superior
surface of the calvaria visible in the same field as the midline

PE sham PE
Control ovx
kkk
sham PE sham PE
Coantrol ovx

PE particle-induced osteolysis in control and OVX mice as assessed within the VOI by longitudinal 3D micro-CT (A).

Representative reconstructed images of the VOI (B) are shown 2 weeks after sham-surgery or PE particles implantation, in control and OVX
mice. Of note is the consistent extent of bone resorption area in control mice implanted with particles, while bone resorption area is limited in
OVX animals implanted with particles. *p < 0.005, **p < 0.01, ***p < 0.05, as determined using Student’s ¢-test (C, D).
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suture. To determine bone thickness, sections were divided
using a digital caliper in four 100 pm steps to the left and right
sides of the midline suture, respectively. The measurements
were expressed as a percentage of the mean ratio of bone
thickness to the total tissue thickness of the nine regional
measurements in the five adjacent sections. To assess quanti-
tatively the eventual bone loss due to the particles, results were
also expressed as a percentage of the mean difference of BT
(ABT) and BT/TT [A (BT/TT)] between sham-operated and
particle-implanted animals, in control and OVX groups.
Osteoclasts were identified as large multinucleated cells
located on the bone perimeter within a resorption lacuna. Their
localization was confirmed in a serial section stained for TRAP.
Osteoclast number was measured in the region of interest of the
five consecutive calvaria sections.

Statistical Analysis

All values are presented as means + SEM. BV/TV and Tb.Th
were analyzed by two-tailed Student’s ¢-test. Data concerning
osteoclast number, sagittal suture area, and BT were initially
analyzed using one-way ANOVA. Post hoc comparison
between groups used the Fisher’s PLSD. Two-way ANOVA
was performed to determine whether a significant effect of
either polyethylene particles or ovariectomy existed on
osteoclast number, sagittal suture area, and bone thickness.
The level of statistical significance was set at p < 0.05.

RESULTS

Micro-CT imaging showed differences in the osseous
microstructure between the sham-operated (groups I
and IIT) and the PE particle-implanted mice (groups II
and IV), in control and OVX groups (Fig. 1B). The
presence of PE particles induced a significant decrease
in BV/TV in both control and OVX mice (p =0.006 and
p=0.002, respectively) (Fig. 1C). However, while PE
particles produced a significant decrease in bone thick-
ness [A (Th.Th)] in control mice (group II —9.6%/group I,
p =0.04), no significant variation occurred in OVX mice
(group IV +2%/group III, p = 0.40) (Fig. 1D).

In particle-implanted mice (groups II and IV), fibrous
and granulomatous scar tissue invaded the calvarial
bone in an erosive way, as observed on histological
sections (Fig. 2A). However, the tissue response to
particles appeared limited in OVX animals. Using
polarized light, many particles were found intracellu-
larly within macrophages and foreign-body giant cells.
TRAP staining revealed the presence of osteoclasts
located in resorptive lacunae. The mean osteoclast
number was 0.94 + 0.15 (range, 0-3), 2.84 + 0.3 (range,
0-8),1.53 +0.23 (range, 0—-5), and 1.74 + 0.22 (range, 0—
4) in groups I, II, III, and IV, respectively. One-way
ANOVA revealed a significant difference for osteoclast
number (p < 0.0001). A significant difference also existed
in osteoclast number between groups I and II (Fisher’s
exact test, p <0.0001), groups I and IIT (p <0.0001),
groups II and IV (p=0.002), and groups III and IV
(p=0.002). Two-way ANOVA revealed a significant
effect of PE particles on osteoclast number (p < 0.0001).
There was also a significant effect of OVX on osteoclast
number (p < 0.0001) (Fig. 2B).
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The sagittal suture area was 0.036+0.003 mm?
(range, 0.008—0.076 mm? in group I and 0.104+
0.013 mm? (range, 0.05—-0.337 mm? in group II. The
sagittal suture area was 0.026+0.003 mm? (range,
0.006—0.105 mm?) in group III and 0.095 -+ 0.014 mm?
(range, 0.013—0.35 mm?) in group IV. One-way ANOVA
revealed a significant difference for the sagittal suture
area (p <0.0001). There was a significant difference in
sagittal suture area between groups I and II (p < 0.0001)
and groups III and IV (p < 0.0001). No significant differ-
ence was found in sagittal suture area between groups I
and III (p =0.51) and groups II and IV (p =0.52). Two-
way ANOVA revealed a significant effect of PE particles
on sagittal suture area (p<0.0001). There was no
independent effect of OVX on sagittal suture area
(p=0.84) in the absence of particles (Fig. 2C).

The mean bone thickness (BT/TT) was 60% +1.7%
(range, 42%-80%), 48%+1.9% (range, 23%-73%),
54% + 1.8% (range, 35%—"73%), and 49% + 1.7% (range,
26%—-65%) in groups I, II, I11, and IV, respectively. One-
way ANOVA revealed a significant difference for bone
thickness (p < 0.0001). A significant difference existed in
bone thickness between groups I and I (p < 0.0001) and
groups I and III (p =0.01). No significant difference in
bone thickness was found between groups III and IV
(p=0.056) and groups II and IV (p=0.59). Two-way
ANOVA revealed a significant effect of PE particles on
bone thickness (p < 0.0001). There was also a significant
statistical effect of OVX on bone thickness (p =0.038).
The mean difference [A (BT/TT)] between group I and
group II was —12% +1.9% (range, —37%—12.6%); the
mean difference between group III and group IV was
—4.711%+1.7% (range, —27.6%-10.8%) (p=0.004)
(Fig. 2D).

DISCUSSION

Several studies reported on the potential role of
patients’ individual factors in particle-induced osteoly-
sis.!?71* The identification of patient-related factors
could help in preventing the consequences of PE wear by
considering alternative bearings or close monitoring
in these high-risk patients. In this study, we asked
whether bone response to PE particles would be affected
by ovariectomy. We hypothesized that experimental
stimulation of bone turnover by ovariectomy would
induce an increase in particle-induced osteolysis. To test
our hypothesis, we employed the murine calvarial
model, which is known to develop marked osteolysis
in the presence of PE particles.?? The current study
provided the first evidence, to our knowledge, that
ovariectomy significantly affects bone response to wear
debris.

Macrophages are thought to be the most important
cellular target of wear debris.* Active phagocytosis of
debris initiates the release of pro-inflammatory cyto-
kines such as IL-1, IL6, and TNF-a, which promote
production of pro-resorptive cytokines, such as RANKL,
by osteoblasts and fibroblasts, and recruitment
and activation of osteoclasts.*?® Similarly, enhanced
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Figure 2. PE particle-induced osteolysis as assessed by histology. Mice were euthanized 2 weeks after surgery, and their calvaria
harvested for Stevenel blue and picrofuschine stained histology. Representative histology is presented at x20 original magnification (A). Of
note is the lowest calvarial bone thickness in OVX mice without particle implantation in comparison with control mice without particle
implantation. PE particles induced a consistent decrease in bone thickness in control mice, while it was moderate in OVX mice. *p < 0.0001,
**p <0.005, ***p < 0.05, as determined using Fisher’s exact test (B—D).

osteoclastogenesis is observed in the postmenopausal
period,'®!7 resulting from increased recruitment of
osteoclast precursors,2?® reduced osteoclast apoptosis,
and increased osteoclast activity.!” However, the molec-
ular basis for this is not fully known. Various pro-
inflammatory cytokines, identified as TNF, IL-1, and
IL-7, are upregulated in the postmenopausal period.?%°
Bone-resorptive cytokine RANKL expression was
observed on osteoblasts/stromal cells and on bone
marrow in postmenopausal women,>! but its role in the
mechanism by which estrogen deficiency induces accel-
erated osteoclastogenesis remains controversial.>? Also,
selective ablation of estrogen receptor in mature osteo-
clasts mimicked an osteoporotic bone phenotype in mice,
suggesting that estrogen directly regulates the life span

JOURNAL OF ORTHOPAEDIC RESEARCH

of differentiated osteoclasts, independently of an inflam-
matory pathway.>?

Inline with these data, we noted an increased number
of TRAP-positive osteoclasts in the presence of PE
particles in control and OVX mice. However, particle-
induced osteolysis was considerably decreased in OVX
mice in comparison with controls. These findings suggest
that the combination of two well-known bone-resorptive
situations, namely OVX and the presence of PE particles,
paradoxically altered the osteolytic reaction. This phe-
nomenon could be explained by either osteoclast activity
and/or recruitment downregulation or accelerated apop-
tosis. Our experimental conditions did not permit us to
confirm that estrogen deficiency was a risk factor for
increased particle-induced osteolysis, as might have
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been anticipated. The decreased osteolysis observed in
OVX mice rather supports the idea that both resorptive
mechanisms are competitive. Further animal and clin-
ical studies are underway to test this hypothesis.

Our findings may have several clinical implications.
Young age (<65 years) and male gender are risk factors
for development of periprosthetic osteolysis.> High
activity levels in these populations are presumably
associated with high wear rates and subsequent osteoly-
sis. Interestingly, the activity level of young total hip
replacement patients may be lower than originally
thought. Sechriest et al.?* recently showed that average
gait cycles per year in patients <50 years of age were
comparable to average values reported in older popula-
tions. Taken in combination with our findings, it raises
the hypothesis that menopause may act as an independ-
ent protective factor against osteolysis.

We recognize limitations may have affected our
findings. First, the osteolysis murine model does not
fully reproduce the mechanical conditions of a prosthetic
implant subjected to loosening, and the resulting tissue
response should be considered as acute osteolysis rather
than chronic osteolysis.?? Second, we did not investigate
the supplementation of sex steroid hormones to OVX
mice. Thus, it is impossible to conclude whether the
reduction of osteolytic response in OVX mice was due to
the deprivation of estrogen or progesterone, or both. Also,
the consequences of OVX on mouse calvarial bone have
been poorly studied. However, our observations revealed
that basal calvarial bone thickness was significantly
reduced in OVX mice, confirming previous findings. 8%
This is consistent with bone resorption of the skull and
subsequent parietal bone thinning observed in postme-
nopausal osteoporotic women.® Therefore, the current
experimental protocol likely mimicked comparable cel-
lular and biologic bone responses in OVX mice that occur
in the early postmenopausal period.

Our results suggest that bone loss caused by PE
particles and those caused by ovariectomy substantially
interact on each other. The reason for reduced particle-
induced osteolysis in ovariectomized mice is presently
unknown. Based on our findings, we conclude that sex
steroid hormone deficiency following ovariectomy sub-
stantially alters bone-resorptive mechanisms due to PE
particles, and that postmenopausal osteoporosis may not
be a critical risk factor for particle-induced osteolysis.
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6.2.3 Résultats complémentaires a ceux de I’article

Effet de ovariectomie sur ’os plat de la calvaria Nous avons utilisé la vi-
sualisation en MIP ("Maximum Intensity Projection") pour accentuer les contrastes
entre les structures denses et les cavités. La Figure 6.6 montre clairement un "mou-
chetage" de la calvaria chez les souris OVX comparativement aux controles.
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FIGURE 6.6 — Illustration 3D en MIP de la réponse osseuse a l'ovariectomie de la
calvaria
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FIGURE 6.7 — Illustrations de la réponse osseuse a l’ovariectomie avec les résultats
d’analyse quantitatifs

Les résultats qualitatifs (Figure 6.7) confirment les résultats de l'imagerie.
Le parametre BS/BV de surface spécifique montre une complexité statistiquement
plus importante de 1’os des souris OVX. Le parametre Th.Th indique une épaisseur
moyenne de la calvaria statistiquement plus fine chez les souris OVX.
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Ces résultats suggerent que 'ovariectomie a pour conséquence une porosité
accrue de la calvaria chez les souris opérées.

Ostéolyse induite par les particules de PE La visualisation 3D en MIP des
souris ayant regues des particules de PE montre des différentes de densités apparentes
au niveau et sur les cotés de la suture passant au centre de la ROI (Figure 6.8).
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FIGURE 6.8 — Hlustration 3D en MIP de la réponse osseuse a l'implantation de
particules de PE sur la calvaria

Les parametres 3D confirment une perte osseuse en volume (Figure 6.9 BV/TV)
et 'apparition de porosité (Figure 6.9 Th.Th et BS/BV) pour les souris avec PE.
Ces résultats qualitatifs et quantitatifs démontrent bien une ostéolyse de la calvaria
chez les souris avec PE et confirment la pertinence de ce modele animal.
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FIGURE 6.9 — Analyse quantitative de la réponse osseuse a I'implantation de parti-
cules de PE
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6.3. Etude B : effets de la supplémentation en oestrogénes sur 'ostéolyse induite par les
particules de PE

Influence de ’ovariectomie sur la réaction aux particules de PE La visua-
lisation 3D centrée sur les ROI montre une porosité maximale de la calvaria chez les
souris controles avec PE. Les particules de PE ne semblent pas aggraver la porosité
consécutive a l'ovariectomie (Figure 6.10).
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FIGURE 6.10 — Illustration 3D en "volume rendering" de 'effet des particules de PE
et de I'ovariectomie

Ce résultat, confronté aux données biochimiques suggere une interaction entre
les voies de signalisation des cytokines inflammatoires et les oestrogenes.

L’ensemble des résultats décrits dans l'article (micro-CT, histologie et bio-
chimie) suggérent que I'ovariectomie entrainait une protection relative vis a vis de
I'ostéolyse induite par les particules de PE, probablement via une réduction de la
réaction inflammatoire associée.

6.3 Etude B : effets de la supplémentation en oes-

trogenes sur 'ostéolyse induite par les parti-
cules de PE

Cette étude a eu pour but d’analyser plus en détail les mécanismes impliqués
dans l'ostéolyse induite par les particules de PE et I'influence des oestrogenes sur
ces mécanismes.

Les calvarias des souris ont été analysées par micro-CT et histologie avec le
protocole décrit précédemment. De plus nous avons procéder a la mise en culture

de calvarias pour analyser les mécanismes biochimiques de production de cytokynes
(IL-15,IL-16, TNF-or,RANKL).
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En complément des parametres BV/TV, Tb.Th et BS/BV utilisés précédem-
ment, nous avons effectué une analyse relative des niveaux de gris afin d’apprécier
le degré de minéralisation moyen de la calvaria.

Rappelons que I'information apportée par imagerie tomographique a rayons X
est un reflet indirect de la densité des tissus. Les données du micro-CT ne donnent
pas d’obtenir de valeurs absolues de la densité mais elles autorisent de comparer
relativement les valeurs des niveaux de gris. Pour chaque échantillon, nous avons
calculé la valeur moyenne p,s des niveaux de gris des tissus correspondant a 1’os
suivant la Formule 6.1. ssethant N 1

g-rg

g=seuilbas
Hos =

Zseuilhaut N
g

g=seuilbas

(6.1)

Avec V, la valeur du niveau de gris d’indice g et /N, le nombre de voxels avec la
valeur V.

La Figure 6.11 montre un exemple d’histogramme d’un volume 3D dont le tissu
osseux a été identifié entre les bornes 80 et 255 (histogramme 8 bits) avec une valeur
moyenne fi,s de 110.

o Histogramme 3D

- TissuU osseux

valeur moyenne

o e w = o

FIGURE 6.11 — Histogramme des valeurs de niveaux de gris du volume 3D

6.3.1 Article : "Oestrogen deficiency modulates particle-
induced osteolysis"”

Dans cet article nous montrons que :

— l'analyse des valeurs de niveaux de gris permet une comparaison relative de
la densité moyenne des tissus osseux de la calvaria dans la ROI entre les
groupes de souris

— I'imagerie micro-CT et les parametres 3D sont complémentaires aux résultats
d’histomorphométrie et aux dosages biologiques

— il existe des interactions entre les variations des taux d’oestrogene (ovariec-
tomie et supplémentation) avec l'ostéolyse induite par les particules de PE
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Oestrogen deficiency modulates particle-induced
osteolysis

Christophe Nich'", Jean Langlois', Amaud Marchadier®?, Catherine Vidal®, Martine Cohen-Solal*, Hervé Petite’ and
Moussa Hamadouche'

Abstract

Introduction: Postmenopausal osteoporosis may modulate bone response to wear debris. In this article, we
evaluate the influence of oestrogen deficiency on experimental particle-induced osteolysis.

Methods: Polyethylene (PE) particles were implanted onto the calvaria of normal controls, sham-ovariectomized
(OVX), OVX mice and OVX mice supplemented with oestrogen (OVX+E). After 14 days, seven skulls per group were
analyzed using a high-resolution micro-computed tomography (micro-CT) and histomorphometry, and for tartrate-
specific alkaline phosphatase. Five calvariae per group were cultured for the assay of IL-1B, IL-6, TNF-a and receptor
activator of the nuclear factor kB (RANKL) secretion using quantitative ELISA. Serum IL-6 concentrations were
obtained. The expression of RANKL and osteoprotegerin (OPG) mRNA were evaluated using real-time PCR.

Results: As assessed by uCT and by histomorphometry, PE particles induced extensive bone resorption and an
intense inflammatory reaction in normal controls, sham-OVX and OVX+E mice, but not in the OVX mice group. In
normal controls, sham-OVX and OVX+E mice, PE particles induced an increase in serum IL-6, in TNF-a. and RANKL
local concentrations, and resulted in a significant increase in RANKL/OPG messenger RNA (mRNA) ratio. Conversely,
these parameters remained unchanged in OVX mice after PE implantation.

Conclusions: Oestrogen privation in the osteolysis murine model ultimately attenuated osteolytic response to PE
particles, suggesting a protective effect. This paradoxical phenomenon was associated with a down-regulation of
pro-resorptive cytokines. It is hypothesized that excessive inflammatory response was controlled, illustrated by the
absence of increase of serum IL-6 in OVX mice after PE implantation.

Introduction

Aseptic loosening of total joint replacements develops as
a consequence of periprosthetic osteolysis, caused by a
macrophage-mediated inflammatory reaction [1,2].
Although it is well established that generation of poly-
ethylene (PE) particles by the bearing couple is corre-
lated with the risk for revision due to aseptic loosening
[3], great variations in the degree of osteolysis are some-
times observed in clinical practice. This suggests that
patient-related factors cause variability in the host
response to PE particles. Authors have reported various
factors, such as genetically determined obesity [4], and
genetic background [5], as potential candidates involved
in the modulation of host response to PE particles. In a

* Correspondence: chrnich@gmail.com

'Laboratoire de Bioingénierie et Biomécanique Ostéo-articulaires, Faculté de
Médecine Paris 7-Denis Diderot, 10, avenue de Verdun, 75010 Paris, France
Full list of author information is available at the end of the article

( ) BiolMed Central

recent work, we evaluated the bone response to particu-
late debris in an ovariectomized mice model [6]. We
hypothesized that high bone turnover driven by oestro-
gen deficiency following ovariectomy would result in
accelerated bone loss in the area in contact with the PE
particles. Paradoxically, particle-induced osteolysis was
found significantly decreased in this model, indicating
that ovariectomy could be protective against wear deb-
ris-induced osteolysis, possibly via sex steroid hormone
deficiency. Particle-induced osteolysis has been shown
to follow a biologic pathway, driven by cytokines such
as interleukin (IL)-1f, IL-6, and tumor necrosis factor
(TNF)-a.. These mediators have been found in the soft
tissue of joints with loosened prostheses [7] and appear
to be released by human macrophage or macrophagelike
cells in vitro [8]. There is evidence that the RANK
(receptor activator of the nuclear factor KB)/RANKL
(RANK ligand) system acts downstream from IL-1, IL-6

© 2011 Nich et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited
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and TNF-a and may be the ultimate effector mediating
the effects of cytokines on the regulation of bone
resorption [9]. Ovariectomy has been shown to decrease
bone mass, stimulate bone remodeling, and increase IL-
6 levels in bone marrow [10,11], and to produce an
osteoporotic bone phenotype, similar to postmenopausal
osteoporosis. Interestingly, high levels of the three
above-mentioned cytokins have been found in bone
deprived of oestrogen [12].

Although the osteoprotective action of oestrogen is
demonstrable in rodents, its implication in particle-
induced osteolysis has never been shown. The purpose
of the present study was to investigate the influence of
oestrogen on the mechanism underlying particle-
induced osteolysis in the murine calvaria model. Follow-
ing our previous findings, we primarily hypothesized
that oestrogen supplementation in ovariectomized mice
would restore an extensive bone response to PE parti-
cles. In an attempt to shed light on possible underlying
regulation, we secondly evaluated the local implication
of the RANK/RANKL/OPG system and IL-1f, IL-6,
TNEF-o cytokins.

Materials and methods

Particles

Pure polyethylene particles (Ceridust VP 3620) were
obtained from Clariant (Gersthofen, Germany). In our
hands, the particle size was determined using scanning
electron microscopy as previously detailed [6]. The
mean particle size was 5.14 pm + 3.05 pm (median 4.39
um; range 0.52 to 15.5 pm). More than 55% of the parti-
cles were less than 5 um in size. All particles were
washed in ethanol to remove endotoxins, and then dried
in a dessicator [6]. This treatment resulted in negative
testing for endotoxins using a quantitative Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) Assay (Charles River, Margate,
UK) at a detection level of <0.05 EU/mL. Particles were
stored at 4°C before implantation.

Animal surgery and experimental protocol

Eleven week-old C57BL/6] female mice (n = 96) were
purchased from Janvier Laboratory (Le Genest-Saint-
Isle, France). All mice were handled in agreement with
French and international guidelines for care and use of
laboratory animals. The protocol was given ethical

Table 1 Experimental mice groups
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approval by the local Animal Care Committee. Forty-
eight mice were subjected to bilateral ovariectomy
(OVX group) via the dorsal approach under general
anesthesia (isoflurane). Twenty-four mice were sham-
ovariectomized (sham-OVX), that is, ovaries were exter-
iorized, but not removed. Twenty-four non-OVX mice
constituted the normal control group. Animals were
housed in quarantine under local vivarium conditions
(24°C and 12 h/12 h light/dark cycle) for one week.

Surgical implantation of PE particles has been pre-
viously described [4]. Briefly, mice were operated on
under general anesthesia via inhaled isoflurane. All ani-
mals were 12 weeks old at surgery. A 0.5 x 0.5 cm® area
of periostum was exposed by making a 10 mm midline
sagittal incision over the calvaria. In PE-implanted
groups, the particle powder (20 pg) was distributed uni-
formly over the intact periosteum using a sterile sharp
surgical spoon. Table 1 shows the treatment of the dif-
ferent experimental groups of mice. Postoperatively, 24
OVX animals, including 12 sham-implanted mice and
12 mice implanted with particles, were given subcuta-
neous oestrogen replacement therapy five days per week
(15 pg 17 beta-estradiol/kg body weight/day, Sigma Inc.,
St. Louis, MO, USA), and 24 OVX animals, including 12
sham-implanted mice and 12 mice implanted with parti-
cles, received subcutaneous vehicle only. Water and
food were given ad libitum. Body weights were mea-
sured weekly, and the E injections were adjusted accord-
ingly. Fourteen days postoperatively, the animals were
sacrificed by an overdose of intraperitoneal sodium pen-
tobarbital. The uteri were harvested and weighted to
confirm oestrogen loss.

Micro-computed tomography imaging and volumetric
osteolysis analysis

Seven calvariae per group were dissected after sacrifice.
Specimens were freed of all soft tissues, and fixed in
4% neutralized paraformaldehyde. The skulls were ana-
lyzed with a high-resolution micro-computed tomo-
graph (micro-CT) (Skyscan 1172; Skyscan, Aartselaar,
Belgium) to perform qualitative and quantitative ana-
lyses of calvarial bone. Imaging analysis mainly focused
on the osseous properties in the area of the skull sagit-
tal suture. The radiographic projections (n = 210) were
acquired at 80 kV and 100 pA with an exposure time

Normal control group Sham-OVX group OVX group Total (n)
OVX + Vehicle OVX+E
PE () 12 12 12 12 48
PE (+) 12 12 12 12 48
Total (n) 24 24 24 24 96

E, oestrogen; PE(-), sham-implanted; PE(+), PE-implanted; OVX, ovariectomy.
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of 100 ms. Eight frames were averaged for each rota-
tion increment of 0.9° to increase the signal to noise
ratio. 3D images were reconstructed with a voxel aver-
age size of 10 pum, using the manufacturer reconstruc-
tion software (NRecon, Skyscan). Qualitative and
quantitative data were analyzed with a global fixed
threshold [13]. To minimize the bias from the 3D
orientation of the calvaria, a spheric volume of interest
(VOI of 2 mm diameter) with the midline suture of
the skull in its center was defined, as previously
described [6]. For quantitative analysis of PE particle-
induced osteolysis, the resident software (CTAn, Sky-
scan) was used to obtain the following measurements
within the VOI: bone volume (BV, mms), and trabecu-
lar thickness (Tb.Th., mm). To address bone tissue
mineralization following oestrogen depletion/substitu-
tion, a relative density measurement was computed.
For this purpose, the mean value of grey-level inten-
sity, reflecting the density of bone tissue, was obtained
in entire calvariae.

Histologic evaluation of osteolysis

Calvariae were processed undecalcified after embedding
in polymethyl-methacrylate according to a method pre-
viously described [6]. Sections (10 pm) were obtained at
the depth where the presence of particles was detected
within the calvaria tissue. These sections were stained
with Stevenel Blue and picrofuchsine and a serial section
stained for tartrate-specific acid phosphatase-positive
(TRAP) osteoclasts (Acid Phosphatase kit, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany). Using a magnification of
20x, the histomorphometric analysis of each calvaria cap
was performed on the most central section and on four
adjacent sections. The region of interest was defined as
previously recommended [4]. The sagittal suture area
(SSA) was determined by tracing the area of soft tissue
between the parietal bones. It included resorption pits
on the superior surface of the calvaria visible in the
same field as the midline suture. To determine bone
thickness, sections were divided using a digital caliper in
four 100 um steps to the left and right sides of the mid-
line suture respectively. The measurements were
expressed as a percentage of the mean ratio of bone
thickness to the total tissue thickness (BT/TT) of the
nine regional measurements in the five adjacent sec-
tions. To quantify bone loss, results were also expressed
as a percentage of the mean difference of BT/TT (A
(BT/TT)) between sham-operated and particle-
implanted animals, in normal controls, sham-OVX,
OVX, and OVX + E mice groups. Osteoclasts were
identified as large multinucleated cells located on the
bone perimeter within a resorption lacuna. Their locali-
zation was confirmed in a serial section stained for tar-
trate-specific acid phosphatase. The osteoclast number
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was measured in the region of interest of the five conse-
cutive calvaria sections.

Calvariae culture

Calvariae were removed en bloc under sterile conditions
from five animals per group randomly assigned for cul-
ture. Each calvaria was placed into one well of 12 wells/
plate and cultured with 1 ml serum-and phenol-free
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with glu-
tamine (Invitrogen, Paisley, UK), and 1% penicillin and
streptomycin at 37°C and 5% CO2 for 24 h. Twenty
four hours later, the culture medium was collected and
stored at -80°C for the assay of IL-1f, IL-6, TNF-a and
RANKL secretion. Then, calvariae were calcinated and
ashes weighted to normalize the production of
cytokines.

ELISA for IL-1B, IL-6, TNF-at and RANKL detection

To measure IL-6 concentration in serum, blood was
obtained by cardiac puncture before death, and collected
in heparinized tubes. Blood samples were then centri-
fuged at 3,000 x g for 10 minutes, aliquoted and frozen
at -80°C until assayed. Serum measurements of IL-6
were performed using quantitative, noncompetitive,
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay kit for
detecting mouse IL-6 (Quantikine, R&D Systems Eur-
ope, Ltd, Abingdon, UK). Similarly, ELISA kits for
detecting mouse IL-6, IL-1B, TNF-o. and RANKL (R&D
Systems) were employed to measure cytokines released
into organ culture supernatant. The detection limits of
the assay were 1.6 pg/mL for IL-6, 3 pg/mL for IL-1f,
5.1 pg/mL for TNF-a, and 5 pg/mL for RANKL. Cyto-
kines levels lower than the detection limit were consid-
ered to be 0 pg/ml. Absorbance was read in an ELISA
reader (Micro-Quant, Bio-Tek Instruments, Colmar,
France) at 490 and 540 nm as per manufacturer’s
instructions.

Quantitative real-time polymerase chain reaction
Calvariae were removed from culture medium, and
immediately snap-frozen in liquid nitrogen, and pulver-
ized to powder in a stainless steel mortar. RNA was
extracted with 1 mL Trizol” reagent (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA), using the manufacturer’s protocol.
Quantity and purity of RNA was determined by absor-
bance on a NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Lab-
tech France, Palaiseau, France) at 260 and 280 nm. All
samples had ratios >1.7 and were accepted for analysis.
Samples of total RNA were reverse-transcribed using
the first-strand synthesis kit of SuperScript™ II Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Quantitative gene expression
analyses were carried out using Real-time PCR by
means of the TagMan™ Gene Expression Assays Proto-
col (mouse RANK: MmO00437135_m1, mouse RANKL:
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MmO01313943_m1, mouse OPG: Mm01205928 m1, and
human 18S rRNA: Hs99999901_s1; Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and the iCycler thermal cycler
RT-PCR Detection System, coupled to MyiQ™ Single-
Color software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The abso-
lute number of gene copies was normalized using 18s
rRNA and the relative quantification of the genes was
calculated using the “comparative Cy (threshold cycle)
method” as per manufacturer’s instructions (Applied
Biosystems).

Data analysis

All values are presented as means + SEM. Quantitative
parameters obtained from micro-CT (BV and Tb.Th)
were analyzed by two-tailed Student’s ¢-test within each
group. Comparisons across unpaired groups were made
according to the Mann-Whitney U test. Data concerning
osteoclast number, sagittal suture area, and bone thick-
ness were initially analyzed using a one-way analysis of
variance (ANOVA). Post hoc comparison between
groups used the Fisher’s protected least significant dif-
ference. Two-way ANOVA was performed to determine
whether there was a significant effect of either polyethy-
lene particles or ovariectomy or oestrogen supplementa-
tion on osteoclast number, sagittal suture area and bone
thickness. Cytokines concentrations and mRNAs expres-
sion were analyzed using one-way ANOVA followed by
the Bonferroni/Dunnet’s test. The level of statistical sig-
nificance was set at P < 0.05.

Results

Changes after OVX

All mice had increased body-weight by the end of the
experiment. The final body-weight gain was +18% in the
OVX group as compared to +6.8% (P < 0.0001), +3.5%
(P < 0.0001), and +11% (P = 0.0001) in normal controls,
sham-OVX mice, and OVX+E mice, respectively.

At sacrifice, atrophy of uterine tissue was noted, indi-
cating the effectiveness of oestrogen privation following
ovariectomy. There was a significant difference in uter-
ine weight in OVX mice group (mean, 24.5 + 3.6 mg),
as compared to normal control animals (mean, 107.9 +
12 mg, P < 0.0001), sham-OVX mice (mean, 86.4 + 17
mg, P < 0.0001) and OVX+E mice (mean, 80.2 + 10.9
mg, P < 0.0001). In contrast, uterine weight was notably
less altered after oestrogen supplementation in OVX
animals as compared to normal controls (80.2 + 10.9
mg versus 107.9 + 12 mg, P = 0.002).

Micro-CT evaluation of osteolysis

Ovariectomy induced a consistent, although non-signifi-
cant, decrease in mean grey-level intensity in calvariae
without PE particles as compared to normal controls
(Figure 1). Specifically, mean grey-level values were
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Figure 1 Grey-level intensity in entire calvariae, as assessed by
3D micro-CT. In the absence of PE particles, mean grey-level values
decreased in ovariectomized (OVX) mice as compared to normal
controls (NC) and Sham-OVX mice. Of note is the significant
increase of grey-level intensity in calvarial bone tissue of OVX
animals supplemented with oestrogen (E), as compared to OVX
mice. Grey-level values were obtained using CTAn software. The
data are presented as means + standard error of the mean (a
indicates P < 0.05, as compared to OVX mice, using the Mann-
Whitney U test).

OVX+E

117.6 + 7.7 (range, 107 to 48), 115 + 2 (range, 107 to
120) and 110 + 0.3 (range, 109 to 111), in normal con-
trols, sham-OVX mice and OVX mice, respectively. In
contrast, grey-level intensity significantly increased in
OVX animals after oestrogen supplementation (124 +
7.8), as compared to OVX mice (P = 0.02), while it was
similar to normal controls ({ P = 0.22) and sham-OVX
mice (P = 0.07). The presence of PE particles induced
profound changes in calvarial bone microarchitecture in
all groups (Figure 2). In particle-implanted animals, BV
significantly decreased within the VOI as compared to
sham-implanted animals in normal control group (P =
0.004), in sham-OVX group (P = 0.003), in OVX group
(P = 0.04) and in OVX+E group (P = 0.001) (Figure 3).
However, decrease in BV following particle implantation
was consistently less marked in the OVX group (-7.8%,
as compared to -21.2% in normal control group, P =
0.04, to -19.9% in sham-OVX group, P = 0.003, and to
-21.4% in OVX+E group, P = 0.005). Polyethylene parti-
cles did not produce any significant decrease in bone
thickness (Tb.Th) in OVX mice (+3.8% as compared to
sham-implanted OVX mice, P = 0.08), in contrast with
normal controls (-13.6% as compared to sham-
implanted normal controls, P = 0.01), sham-OVX mice
(-11.1% as compared to sham-implanted sham-OVX
mice, P = 0.008), and OVX+E group (-11.6% as com-
pared to sham-implanted OVX+E mice, P = 0.005) (Fig-
ure 4).
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= Figure 3 Effect of polyethylene particles on bone volume (BV),
wn as assessed by longitudinal 3D micro-CT. Bone volume

consistently decreased in all mice groups. However, bone loss was
significantly lower in ovariectomized (OVX) mice as compared to
normal controls (NC), sham-OVX mice and OVX animals
supplemented with oestrogen (E). Bone volume was quantified
using CTAN software. The data are presented as means + standard
error of the mean (a indicates P < 0.005; b indicates P < 0.05,
compared to internal control, using Student's t-test)

OvVX

staining confirmed the presence of osteoclasts located in
resorptive lacunae.

Histomorphometric data are shown in Table 2. One-
way ANOVA revealed a significant difference for the
sagittal suture area (P < 0.0001). The presence of PE
particles induced a significant increase in SSA in normal
control group (P < 0.001), in sham-OVX group (P <
0.001), in OVX group (P < 0.001), and in OVX+E group

OVX+E

Figure 2 Effect of polyethylene particles on calvariae, as
assessed by longitudinal 3D micro-CT. Representative <
reconstructed images of the calvarial volume of interest (VOI), two al

weeks after sham-implantation (PE(-)) or PE particles implantation
(PE(+)) in different mice groups are shown (n = 7 per group). Of

161 1 | U]
note is the consistent extent of bone resorption area following "
particles implantation in normal controls (NC), sham ovariectomized ' L "
(OVX) mice and OVX animals supplemented with oestrogen (E), <= I 1
while bone resorption area appears limited in OVX animals 2
implanted with particles. = o
™
Histology e
Histological sections showed a consistent erosion of the
NC

calvarial bone, associated to fibrous and granulomatous
scar tissue layer on the periosteal side of the calvaria in
particle-implanted mice, in all groups. The most dra-
matic lesions were observed when PE particles were

Th.Th {imin)

! Sham-0VX OvXx OVX+E
Figure 4 Effect of polyethylene particles on trabecular
thickness (Tb.Th), as assessed by longitudinal 3D micro-CT.
Trabecular thickness was not altered by the presence of particles in

implanted in the OVX+E group (Figure 5). However, ovariectomized (OVX) mice, as opposed to the other mice groups.
the tissue response to particles appeared limited in OVX Trabecular thickness was quantified using CTAn software. The data
animals without E supplementation. Using polarized are presented as means + standard error of the mean (a indicates P

< 0.005; b indicates P < 0.05, compared to internal control, using

light, many particles were found intracellularly within
Student’s t-test).

macrophages and foreign-body giant cells. TRAP
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PE (-) PE (+)

Figure 5 Effect of polyethylene particles on calvariae, as assessed by histology. Representative stained calvarial histology (Stevenel Blue,
picrofuschine) is presented at x20 original magnification (n = 7 per group). Polyethylene particles induced osteolysis, characterized by a
consistent decrease in calvarial bone thickness and an inflammatory response (arrowheads) in normal controls (NC), sham-ovariectomized (OVX)
mice and OVX mice supplemented with oestrogen (E), while it was moderate in OVX mice. PE(-): sham-implanted; PE(+): PE-implanted.

Table 2 Histomorphometric results for each mice group

Normal control group Sham-OVX group OVX group
OVX + Vehicle OVX+E
PE () PE (+) PE () PE (+) PE () PE (+) PE () PE (+)

SSA (mm?) 0.036 + 0.008 0.10 £ 0.04 0.034 £ 0.007 0.093 + 003 0.026 + 001 0.09 £ 0.04 0.038 £ 0.01 0.20 £ 0.05
(0.008 to .076)  (0.05 to 0.33)  (0.008 to 0.07)  (0.05to 0.34)  (0.006 to 0.1)  (0.01 to 0.35)  (0.01 to 0.11)  (0.07 to 0.46)

BT/TT 60 + 4.7% 48 + 53% 62 + 4.6% 45 + 4% 55+ 52% 49 + 49% 54 + 55% 37 +£51%
(42% to 80%)  (23% to 73%)  (49% to 80%)  (23% to 56%)  (35% to 73%)  (26% to 65%)  (31% to 73%)  (17% to 55%)
A(BT/TT) -12 + 53% -16 + 4.5% -6.7 + 4.9% -17 + 5%
(-37% to 12%) (-39% to 5%) (-30% to 9%) (-37% to 1.2%)
Oc Nb 031 +03 22+07 042 £ 03 25+07 065 + 04 07 +05 027 £02 21+08
(0to 2) (0 to5) (0to 2) (0 to 5) 0to3) 0 to 4) Oto 1) (0to 6)

Values are expressed as mean + standard error of the mean (extremes). BT, bone thickness; E, oestrogen; Oc Nb, osteoclast number; OVX, ovariectomy; PE,
polyethylene; PE(-), sham-implanted; PE(+), PE-implanted; SSA, sagittal suture area; TT, tissue thickness.
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(P < 0.0001). No significant difference was found in SSA
between sham-implanted normal controls group and
sham-implanted OVX group (P = 0.9), between PE-
implanted normal control mice and PE-implanted OVX
mice (P = 0.99), and between sham-implanted normal
control mice and sham-implanted OVX+E mice (P = 1).
Two-way ANOVA revealed a significant effect of PE
particles on SSA (P < 0.0001). There was no indepen-
dent effect of OVX on SSA (P = 1) in the absence of
particles. One-way ANOVA revealed a significant differ-
ence for osteoclast number (P < 0.0001). The presence
of PE particles induced a consistent increase in osteo-
clast number in normal control group (P < 0.0001), in
sham-OVX group (P < 0.001), and in OVX+E group (P
< 0.0001), but not in OVX group (P = 0.99). There was
also a significant effect of ovariectomy on osteoclast
number (P = 0.047) in the absence of particles.

One-way ANOVA showed a significant difference for
bone thickness (P < 0.0001). Implantation of PE parti-
cles resulted in a marked decrease in BT/TT in normal
control group (P = 0.001), in sham-OVX group (P <
0.001), and in OVX+E group (P < 0.0001). However, the
presence of PE particles did not influence BT/TT in
OVX group (P = 0.088). Also, two-way ANOVA showed
an independent effect of ovariectomy on BT/TT (P <
0.001) in the absence of particles.

Serum levels of IL-6

Serum levels of IL-6 significantly increased after PE par-
ticles implantation in all mice groups, as compared with
sham-implanted internal controls (P = 0.008 in normal
control group, P = 0.01 in sham-OVX mice, and P =
0.02 in OVX+E mice), except in OVX mice group (P =
0.57) (Figure 6). Ovariectomy did not significantly
increase serum IL-6 concentrations in the absence of
particle implantation (sham-implanted OVX group ver-
sus sham-implanted normal controls, P = 0.78, and
sham-implanted OVX+E group versus sham-implanted
normal control mice, P = 0.84).

Production of cytokines in organ culture

The presence of PE particles induced a significant
increase in IL-1 B concentration in all mice groups (Fig-
ure 7). However, particles implantation did not signifi-
cantly influence IL-6 media rates as compared to
internal controls (Figure 7). In OVX mice without parti-
cles, the levels of TNF-o. were significantly lower than
in normal controls (P = 0.02). In addition, in this group,
PE particles did not increase the rates of TNF-a (P = 1),
which remained considerably lower than in normal con-
trols and in OVX+E mice with PE particles (P = 0.002
and P = 0.002, respectively) (Figure 7). Significant differ-
ences in RANKL basal release (absence of particles
implantation) were found between OVX mice and each
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Figure 6 Effect of polyethylene particles on serum levels of IL-
6 in each mice group. Blood was obtained by cardiac puncture 14
days after surgery (n = 5 per group). Serum levels of IL-6 were
determined by ELISA. Results are presented as mean + standard
error of the mean (a indicates P < 0.01; b indicates P = 0.01; ¢
indicates P < 0.005, compared to internal control).

other mice groups (normal controls, P = 0.047, sham-
OVX mice, P = 0.016, OVX+E mice, P = 0.02). Note-
worthy, RANKL local production appeared to be stimu-
lated by PE particles in normal controls, in sham-OVX
mice, and in OVX+E mice, while in OVX group, no sig-
nificant modification in RANKL rates could be detected
following particles implantation (P = 0.95) (Figure 7).

Quantitation of RANKL and OPG mRNA expressions in
calvariae

As shown in Figure 8, the combined effect of ovariect-
omy and PE particles implantation stimulated RANKL
mRNA expression in calvariae, in all mice groups. How-
ever, PE-implanted calvariae in normal controls, sham-
OVX and OVX+E mice expressed RANKL mRNA at
levels more than twice higher than OVX mice. OPG
mRNA expression was not significantly different
between groups (Figure 8). As a result, the RANKL/
OPG mRNA ratio significantly increased in all mice
groups after PE implantation, but appeared consistently
downregulated in OVX mice (Figure 8). The RANKL/
OPG mRNA ratio significantly differed between OVX
mice and each other mice group in the absence of parti-
cles (P = 0.047 as compared to normal controls, P =
0.034 as compared to sham-OVX mice, and P = 0.049
as compared to OVX+E mice). In addition, no signifi-
cant difference could be observed in the basal RANKL/
OPG mRNA ratio between normal controls and OVX+E
mice, indicating that E supplementation reestablished
RANKL mRNA expression relative to OPG mRNA.

Discussion
In a recent work [6], we have shown that experimental
stimulation of bone turnover by OVX resulted in a
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Figure 7 Effect of polyethylene particles on the local expression of IL-1 B, IL-6, TNF-at and RANKL (ELISA). Cytokines concentrations were
determined after 24 hours in culture medium by ELISA (n = 5 per group). Results are presented as mean =+ standard error of the mean. a
indicates P < 0.05, b indicates P < 0.005, ¢ indicates P = 0.001, compared to internal control. IL-1 B, interleukin 1 B; IL-6, interleukin-6; TNF-a,
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paradoxical decrease in particle-induced osteolysis in the
murine calvaria model. To test the hypothesis that oes-
trogen-deficiency induced by OVX modulated the bone
response to particulate debris, we supplemented PE par-
ticle-implanted OVX mice with 178-estradiol. Then, we
evaluated osteolysis and the involvement of the pro-
inflammatory cytokines IL-6, IL-1f, TNF-o, and
RANKL.

Our experiments show that the presence of PE parti-
cles induced an osteolytic reaction in bone calvaria in
normal controls, in sham-OVX mice and in OVX+E
mice, as illustrated by an extensive bone resorption and
an intense inflammatory reaction involving both bone
and periosteal tissue. In contrast, this process was con-
siderably attenuated in OVX mice, with almost no mod-
ification in trabecular thickness, osteoclast number and
periosteum thickness following PE implantation. In
addition, Bone volume appeared consistently less altered
following particles implantation, as compared to normal
controls and OVX mice supplemented with oestrogen.
Taken together, these data suggest that oestrogen defi-
ciency influenced positively bone response to particulate
debris. This finding appears paradoxical as clinical trials
[14-16] and experimental studies [17,18] have

demonstrated the protective effects of oestrogen against
inflammatory processes, such as rheumatoid arthritis
(RA). However, the relationship between oestrogen and
inflammation is controversial and might be related to a
different response of bone and inflammation cells.
Although it is admitted that oestrogen provides a pro-
tection against inflammation, it is also known that
female patients are more prone to develop inflammatory
diseases such as RA [19]. This point illustrates the dual
action of oestrogen, both anti- and pro-inflammatory.
Numerous cellular and molecular mechanisms leading
to bone resorption are common to osteolysis and oes-
trogen deficiency pathways. Cytokines such as IL-1, IL6,
TNF-o, and RANKL are up-regulated in both bone-
resorptive situations [20-24]. Differentiation of RANKL-
primed osteoclasts precursors, activation of mature
osteoclasts, and osteoclasts survival are enhanced by
TNF-a [25]. Zhang et al. [26] showed that TNF-o. and
RANKL act synergistically on osteoclastogenesis in vitro.
The role of TNF-o in OVX-induced bone loss is well
documented [20,27,28]. Collectively, these studies sug-
gest that up-regulation of TNF-producing cells in the
bone marrow is a mechanism by which oestrogen defi-
ciency induces bone loss. Indeed, functional blockade of
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TNF-a in mice leads to protection from OVX-induced
bone loss [27]. Accordingly, we found that TNF-a local
production was consistently altered in oestrogen defi-
cient mice, suggesting its involvement in limited osteo-
clastogenesis in this group.

In our experiments, local release of pro-inflammatory
cytokines IL1- B and IL-6 appeared heterogeneous. On
one hand, we found that pro-inflammatory cytokine IL-
1 B was stimulated by PE particles in all groups. On the
other hand, IL-6 local rates were not increased in the
presence of PE particles in any group. Indeed, it has
been suggested that the involvement of pro cytokines in
vivo may be difficult to demonstrate due to compensa-
tory process [29], and to the delayed time course of
release after particle implantation. Conversely, serum
IL-6 was stimulated by PE implantation in normal con-
trols, sham-OVX and E-supplemented OVX mice,
whereas no significant change occurred in OVX mice.
This point correlated well with the degree of osteolytic
reaction combining bone resorption and periosteal
inflammatory granuloma. The role of IL-6 as a stimula-
tor of bone resorption in post-menopausal osteoporosis
is well-known [30]. IL-6 promotes bone resorption by

affecting osteoclast differentiation and activity [31]. Our
results are in line with clinical data showing that serum
levels of IL-6 were consistently increased in patients
with loosened hip prosthesis [32]. However, authors
failed to correlate serum levels of IL-6 and the volume
of osteolysis [33]. These discrepancies suggest that
serum cytokine levels may be influenced by various fac-
tors, such as cytokine release from other organs, and
cytokine clearance rates from the joint. Taken together
with our findings, we speculate that serum and local IL-
6 changes may be involved in the mechanism underlying
the reduction of particle-induced osteolysis observed in
OVX mice. Thus, the hormonal status appears as a key
factor influencing serum IL-6 levels to be considered in
further clinical studies.

We observed that the combination of two bone-
resorptive stimuli resulted in a down-regulation of local
pro-resorptive cytokines TNF-a and RANKL, in parallel
with a limitation of bone loss. The latter appeared as a
consequence of decreased osteoclast activity and/or
recruitment and/or accelerated apoptosis. We assume
this process is regulated by the RANK/RANKL/OPG
pathway, synergistically with TNF-a secretion, since
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RANKL is required for osteoclasts differentiation, survi-
val and activity [21]. Pro-resorptive cytokine production
could have been altered at the cellular level. Hence, par-
ticle-induced osteolysis and postmenopausal osteoporo-
sis represent pro-inflammatory states with increased
inflammatory cytokines and activated T cells [34]. Cyto-
kines produced or regulated by T cells can enhance
osteoclast formation by increasing the RANKL/OPG
ratio [35]. Oestrogen deficiency also increases the
RANKL/OPG ratio through increases in pro-inflamma-
tory effectors, including IL-1f, IL-6, IL-11, TNF-a, M-
CSF and PGE [36]. RANKL expression was observed in
osteoblasts/stromal cells and bone marrow in postmeno-
pausal women. The molecular basis of the mechanism
by which oestrogen deficiency induces accelerated osteo-
clastogenesis is not yet elucidated [37]. In mice, the
selective ablation of oestrogen receptor in mature osteo-
clasts mimicked an osteoporotic bone phenotype [24],
suggesting that oestrogen directly regulates the life span
of differentiated osteoclasts, independently of an inflam-
matory pathway.

We hypothesize that the paradoxical decrease in bone
response to PE particles in OVX mice could be driven
by an innate protective mechanism that ultimately atte-
nuated focal bone resorption. Hence, a tight control of
innate immunity is essential because a disproportionate
immune response may considerably compound morbid-
ity. Recent studies suggested the involvement of T cells
not only in pathogen clearance but also in regulating
adaptative and innate immunity [38]. Recently, Guarda
et al. [39] reported that excessive inflammation was sup-
pressed by effector and memory T cells, via the block-
ade of mature IL-1B secretion, suggesting a possible
mechanism for the control of excessive inflammatory
responses.

We recognize limitations may have affected our find-
ings. First, calvarial bone tissue considerably differs from
long bone tissue with respect to cells, matrix composi-
tion and mineralization. Osteoclasts activity has been
shown to be highly variable, depending on bone-site ori-
gin [40,41]. Specifically, it was reported that proteolytic
enzymes used for bone matrix digestion [40,42], expres-
sion of TRAP enzyme, and size of osteoclasts originated
from calvarial bone differed from those present in long
bones [41,43]. Additionally, van den Bos et al. [44]
reported that calvarial bone exhibited differences in
matrix composition compared to long bone, including
degree of mineralization, amounts of collagen, osteogly-
cin, and pigment epithelium derived factor. These data
together indicate a putative difference in bone resorp-
tion characteristics in calvaria. Although the murine cal-
varial model has been extensively used to evaluate
particle-induced osteolysis [4-6], the clinical relevance of
our data should be considered with caution. Second, the
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osteolysis murine model does not fully reproduce the
loading conditions of a prosthetic implant subjected to
loosening. The consequences of OVX on mouse calvar-
ial bone have been poorly studied. However, our obser-
vations revealed that basal calvarial bone thickness was
significantly reduced in OVX mice, confirming previous
findings [10,45]. This is consistent with bone resorption
of the skull and subsequent parietal bone thinning
observed in postmenopausal osteoporotic women [46].
Therefore, the current experimental protocol likely
mimicked comparable cellular and biologic bone
responses in OVX mice that occur in the early postme-
nopausal period. In the present work, we did not evalu-
ate cytokines local rates in a time-dependant fashion
after particles implantation. Hence, pro-inflammatory
cytokines are known to be highly labile and, subse-
quently, their local and serum concentrations may vary
with time. However, we limited our experiments to the
time period preceding the onset of theoretical substan-
tial bone repair. Therefore, it is likely that our cytokines
and mRNA evaluations are compatible with bone cellu-
lar response tested in our model.

Conclusions

The present study analysed the consequences of oestro-
gen deprivation in a murine model of particle-induced
osteolysis. We demonstrated that oestrogen deficiency
significantly attenuated osteolytic response to PE parti-
cles. This phenomenon was associated with a down-reg-
ulation of pro-inflammatory and pro-resorptive
cytokines TNF-a and RANKL, together with an absence
of increase of serum IL-6. We favour the alternative that
the combination of two bone-resorptive phenomenon
altered cytokines production, possibly via the implica-
tion of the periosteum in this mice model.
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6.4. Conclusion

6.4 Conclusion

L’imagerie par micro-tomographie X couplée aux outils d’analyses 3D a permis
I’étude qualitative et quantitative de la morphologie de 1'os de la calvaria. Cette étude
présente 'originalité de s’intéresser a la structure d’un os plat comparativement aux
études classiques centrées sur 1’os trabéculaire et cortical.

Dans notre modele murin d’ostéolyse aux particules de PE, I’analyse par micro-
CT apporte un complément substantiel a I’histomorphométrie notamment par I’as-
pect tridimensionnel. De plus les zones d’intéréts sont d’avantage contrdlées que les
coupes histologiques. La définition d’une ROI sphérique a permis de s’affranchir des
problémes d’orientation de I’échantillon, favorisant ainsi une meilleure reproductibi-
lité.

Nos observations en imagerie sont en accord avec les données d’histologie et
de biochimie relatives aux mécanismes d’ostéolyse par les particules de PE. De plus
le déficit en oestrogenes chez les souris ovariectomisées et a 'inverse la supplémen-
tation hormonale montre des modulations de la réponse osseuse tant sur le plan
morphologique que biochimique. L’ensemble de ces résultats montre une protection
relative de 'ovariectomie vis a vis de l'ostéolyse induite par les particules de PE
via des mécanismes de régulation impliquant des cytokines pro-inflammatoires et
pro-résorptives.
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7.1. Introduction

7.1 Introduction

L’obésité, un des problemes de santé publique, se caractérise par une augmen-
tation de la masse de tissu adipeux chez un individu. Pour comprendre ce probleme
sous-jacent a 1’obésité, il est important de pouvoir disposer d'une estimation quan-
titative et qualitative du tissu adipeux. Le volume total de tissu adipeux n’est pas
réparti uniformément dans le corps. On observe de plus une accumulation dans des
sites spécifiques de 'abdomen, ces amas constituent la graisse viscérale et la graisse
sous-cutanée. chez I'’humain ces différents types de tissus adipeux jouent des roles
physiologiques différents dans les pathologies associées a I'obésité [Kuo et al., 2007]
[Pou et al., 2009]. La quantité de graisse viscérale est un facteur de risque de ma-
ladies cardiovasculaire et de diabeétes [Sumner et al., 2002]. La graisse sous-cutanée
a été associée a des problemes de régulation des taux d’insuline, de triglycérides ou
encore de cholestérol [Despres et al., 2008] [Demerath et al., 2008].

La compréhension des mécanismes des pathologies liées a 'obésité chez 1’hu-
main peut étre abordée par 'analyse de modeles animaux. Les souris génétiquement
modifiées, qui constituent un modele de choix de 1'obésité, nécessitent des outils
spécifiques a la fois pour I'imagerie et pour le traitement des données.

Dans ce travail nous utilisons le scanner médical associé¢ a des méthodes de
traitement d’image pour I'imagerie et I'analyse des tissus adipeux chez la souris.

7.2 Imagerie des tissus adipeux chez ’humain

Chez I’humain, les méthodes d’évaluation de la composition corporelle per-
mettent d’étudier la répartition dans le corps entre les tissus minéralisés, musculaires
et adipeux. Une revue détaillée des méthodes d’investigation de la composition cor-
porelle est donnée par Mattsson [Mattsson and Thomas, 2006].

L’indice de masse corporelle (IMC, rapport entre la taille et le poids) et 1’épais-
seur des plis cutanés sont des techniques utilisées pour évaluer la quantité de tissu
adipeux dans le corps. Elles ne donnent pas de mesures directes mais sont un reflet
de la répartition de la graisse. L’'impédancemétrie(évaluation fonction de la taille, du
poids et de I'impédance du corps), la pléthysmographie (évaluation & partir des vo-
lumes d’airs déplacés) ou I'hydrodensitométrie (évaluation en fonction du volume du
corps et de son poids) sont d’autres techniques indirectes qui renseignent sur la com-
position corporelle a 1’échelle de I'individu. Ces techniques ne permettent cependant
pas d’apprécier la distribution des tissus adipeux.

Avec les ultrasons, il est possible d’étudier localement les amas de graisse lo-
calisés sous la peau mais leurs faible pénétration en profondeur dans les tissus rend
impossible ’analyse des amas de graisse localisés dans I’abdomen.

Les méthodes par imagerie offrent la possibilité de distinguer les tissus adipeux
des autres tissus et de les localiser dans le corps. La densitométrie donne la réparti-
tion en 2D des tissus adipeux, musculaires et minéralisés. L'imagerie par IRM et CT,
qui apportent une information 2D [Ellis et al., 2007] [Positano et al., 2009] ou 3D
[Al-Attar et al., 2006] [Brennan et al., 2005] [Jin et al., 2003] [Furukawa et al., 2010],
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sont reconnues comme des méthodes de références.

Les premieres études par imagerie ne permettaient une investigation que sur
quelques coupes 2D. La zone de positionnement de ces coupes était centrée sur la
région ombilicale, qui présente a la fois un maximum de graisse et un ratio important
entre graisse viscérale et sous-cutanée. Cette région est également celle considéré lors
des études en 3D.

Que ce soit en IRM ou en tomographie X, I'analyse 3D des tissus adipeux est
divisée en trois points importants :

— la définition de la région d’analyse qui doit étre la plus représentative de

I’ensemble de I'individu
— la quantification des volumes de graisse
— la séparation entre graisse viscérale et sous-cutanée

7.3 Imagerie des tissus adipeux chez le petit ani-
mal

Chez le petit animal, la majorité des études estiment le degré d’obésité post-
mortem par dissection du tissu adipeux ; méthodes couteuses en temps et en sacri-
fices d’animaux. Récemment, d’autres approches ont été décrites, utilisant du maté-
riel dédié au petit animal par micro-IRM [Du et al., 2005] [Hildebrandt et al., 2002]
citePapademetris2005 et micro-CT [Lublinsky et al., 2007] [Lublinsky et al., 2009]
[Luu et al., 2008]. L’imagerie IRM reste limitée par sa complexité et son cotit qui ne
permettent pas une utilisation en routine. Le micro-CT in vivo, est trés performant,
cependant les temps d’acquisitions sont longs (environ 40minutes) et entrainent une
irradiation des animaux qui s’avere nocive pour un suivi longitudinal. De plus la
résolution des derniers scanners CT est similaire a la résolution nécessaire pour
I'imagerie des tissus adipeux de la souris [Judex et al., 2010].

Le Tableau 7.1 reprend les éléments caractéristiques des modalités d’imagerie
utilisées pour I'imagerie des tissus adipeux.

On peut remarquer que l'imagerie CT appliquée a la souris semble offrir le
meilleur compromis entre de temps d’acquisition, de cotits d’exploitation et de réso-
lution.

7.4 Analyses des images du tissu adipeux

Les modalités IRM et CT donnent des images volumiques en niveaux de
gris. La méthode la plus simple pour segmenter les voxels de graisse est d’utili-
ser un seuillage global avec deux valeurs de seuils fixes. Cette méthode a souvent
été utilisée pour les images IRM [Brennan et al., 2005] [Al-Attar et al., 2006] et CT
[Hildebrandt et al., 2002] [Luu et al., 2008] [Judex et al., 2010]. En tomographie X,
ces bornes de seuillage sont choisies, soit par calibration ex vivo [Luu et al., 2008],
soit avec des valeurs issues d’études antérieures [?]. Hormis 'aspect restrictif de cette
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Technique | 2D/3D| Résolution Temps Contraste | in Limitations
des images corps graisse VIV0
entier

IRM 2D/3D| 2x2x8mm +++ oui non-
(homme) homogénéité
CT 2D/3D| 0.8x0.8x3mm ++ oui irradiation
(homme)
DXA 2D 180pm 3min ++ oui reproductibilité
(souris)
micro- 2D/3D| x500um 3min +++ oui colit
IRM
micro- 2D/3D| 76um 45min ++ irradiation
CT) 77
CT (sou- | 2D/3D| 150um 1sec ++ oui résolution ?
ris)

TABLE 7.1 — Comparaison des méthodes d’imagerie utilisées pour ’étude de la graisse
chez 'humain et la souris

méthode, il s’ajoute le probleme de ’homogénéité des niveaux de gris. La variation
d’intensité due a la chaine d’acquisition entraine avec cette méthode de seuillage des
erreurs sur ’estimation des volumes. Ce probléme a été démontré récemment pour
le CT [Lang et al., 2008] et également pour I'IRM [Li et al., 2008].

D’autres méthodes semi-automatiques ont été proposées pour la correction des
non-homogénéité des niveaux de gris et pour la segmentation des voxels de graisse.
Ces méthodes sont basées sur 1'égalisation d’histogrammes [Brennan et al., 2005] ou
sur la modélisation des niveaux de gris avec des surfaces [Kullberg et al., 2007]. Une
méthode a base de logique floue (FCM) a également été proposé comme méthode
de segmentation non supervisée [Positano et al., 2004] [Sussman et al., 2010].

Pour la séparation des amas de graisse viscérale et sous-cutanée, certains au-
teurs ont proposé d’utiliser des méthodes segmentation basées sur des contours actifs
[Positano et al., 2009] ou avec des opérations morphologiques [Lublinsky et al., 2009].

7.5 Article : "Quantitative CT imaging for adi-
pose tissue analysis in mouse model of obe-
sity"

Dans cet article, nous montrons que :

— les tissus adipeux de la souris peuvent étre imagés a l'aide d’un scanner
médical normalement dédié a I’humain

— la modélisation de ’histogramme avec des mixtures gaussiennes permet de
classifier les voxels de graisse

— l'analyse en 2D le long de 'animal des rapports entre graisse et muscle
permet d’identifier des région d’interet

— la segmentation avec des contours actifs permet la séparation entre graisse
viscérale et sous-cutanée
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Quantitative CT imaging for adipose tissue analysis in mouse model of
obesity
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ABSTRACT

In obese humans CT imaging is a validated method for follow up studies of adipose tissue distribution and quantification
of visceral and subcutaneous fat. Equivalent methods in murine models of obesity are still lacking. Current small animal
micro-CT involves long-term X-ray exposure precluding longitudinal studies. We have overcome this limitation by using
a human medical CT which allows very fast 3D imaging (2 sec) and minimal radiation exposure. This work presents
novel methods fitted to in vivo investigations of mice model of obesity, allowing (i) automated detection of adipose
tissue in abdominal regions of interest, (ii) quantification of visceral and subcutaneous fat.

For each mouse, 1000 slices (100um thickness, 160 pm resolution) were acquired in 2 sec using a Toshiba medical CT
(135 kV, 400mAs). A Gaussian mixture model of the Hounsfield curve of 2D slices was computed with the Expectation
Maximization algorithm. Identification of each Gaussian part allowed the automatic classification of adipose tissue
voxels. The abdominal region of interest (umbilical) was automatically detected as the slice showing the highest ratio of
the Gaussian proportion between adipose and lean tissues. Segmentation of visceral and subcutaneous fat compartments
was achieved with 2D % level set methods.

Our results show that the application of human clinical CT to mice is a promising approach for the study of obesity,
allowing valuable comparison between species using the same imaging materials and software analysis

Keywords: small animal imaging, medical CT, adipose tissue, gaussian mixture model, expectation maximization, level
set segmentation

1. INTRODUCTION

In human, the accurate determination of adipose tissue deposits throughout the body is an important issue in medical
analysis of obesity. Different types of adipose tissue at different locations (subcutaneous versus visceral) play different
physiological roles. Visceral adipose tissue is a significant risk factor for coronary artery diseases or diabetes [1] and
more predictive of obesity-induced pathologies than total or subcutaneous adipose tissues. MRI and CT imaging
techniques allow accurate and non invasive analysis of adipose tissue distribution. These imaging modalities differ in
term of cost, reproducibility, accuracy and acquisition time. Both MRI and CT, have been used in 2D [2-6] and in 3D [7-
12] in human. Better assessment of adipose tissue distribution is provided using a 3D region of interest than using a
single slice [6].

Equivalent methods in murine models of obesity are still lacking. Micro-MRI technique was used for adipose tissue
analysis in rodent but involves prohibitive costs and long acquisition time [13,14]. Current small animal micro-CT
involves long-term X-ray exposure precluding longitudinal studies [15-17]. We have overcome this limitation by using a
human medical CT which allows accurate and very fast 3D imaging and minimal radiation exposure. The resolution,
reaches in the last generation of medical CT, is similar to the resolution needed to image adipose tissue in small rodent
[16].

Medical Imaging 2011: Computer-Aided Diagnosis, edited by Ronald M. Summers, Bram van Ginneken,
Proc. of SPIE Vol. 7963, 796320 - © 2011 SPIE - CCC code: 0277-786X/11/$18 - doi: 10.1117/12.878144
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For both human and small animal, manual adipose tissue quantification is often performed using two fixed level of
thresholds [15-17]. Several automatic methods have been developed to classify adipose tissue voxel using connectedness
map [7] or FCM [4,5] and to segment visceral and subcutaneous compartments [4,5,10,13]

We present an automatic method that classify adipose tissue id 3D, segment visceral and subcutaneous adipose tissue and
detect the abdominal region of interest. Our method uses Gaussian mixture model, expectation maximization algorithm
like Positano’s method, and Chan-Vese based level sets.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Method overview

A human medical CT was used for imaging adipose tissue in mice. The global data processing of the data included three
studies : 1) a Gaussian mixture model (GMM) designed to identify voxels of adipose tissue and lean tissue, 2) analysis of
GMM proportions along the mouse body in order to automatically define the region of interest and 3) segmentation of
visceral versus subcutaneous adipose tissue using level sets method (Figure 1).

Fig 1: Fat tissue classification process

2.2 Mouse model of obesity

Male and female Swiss OF1, 10 weeks old, were obtained from the Charles River laboratory (France). The control
group (n=8) received normal diet. Experimental obesity was produced in mice fed with highly energetic food pellets
(A4010 rodent food pellets, Safe, Augy, France). Groupl mice (n=4) received a controlled amount of pellets. Group2
mice (n=4) was fed ad libitum (group2). For the CT imaging, mice were briefly anesthetized with isofluorane.

2.3 Scanning procedures

We used a medical multi-detector row CT (Aquilon 64, Toshiba Medical Systems Corp., Tochigi, Japan). The X-ray
source was set with a voltage peak of 135 kV and a tube current of 400mAs. The imaging time of the mouse whole body
was two seconds allowing the acquisition of 1000 slices. The resolution of the reconstructed image was a non-isotropic
voxel of 160x160x100 um. Figure 2 shows different views obtained from the same scan illustrating various organs and
tissues visualization.

Figure 2 : Different views of the same CT scan of a mouse : skin (a), lung (b), adipose tissue (c), mineralization (¢) and
bone (e) visualisations

2.4 Voxel classification of fat and lean tissues

We focused the analysis on a subpart of the Hounsfield curve [-400 HU ; 300 HU] to avoid contribution of other tissues
such as lung or bone. We used a mixture model of three Gaussians, two for adipose and lean tissues and one for others
tissues. Each Gaussian can be expressed as:

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-2
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where p is the mean and o2 the variance of the Gaussian function f;. The mixture model is the linear combination of
three Gaussian functions as described below:

G=Y5-10fi @
where G represents the Gaussian mixture model, ; is the proportion corresponding to the Gaussian function f;. The
three Gaussian proportions are driven by the following equation:

ata,+a;=1 3)

For each Gaussian, three parameters were estimated by means of the Expectation Maximization algorithm (EM). EM is
an iterative method which alternates between performing an expectation (E) step and a maximization (M) step [18]. The
parameter values used at the initial step are shown in Table 1 :

Mean Variance Proportion
Gaussian 1 : Fat -135 HU 2500 HU 0.3
Gaussian 2 : Lean 80 HU 2500 HU 0.3
Gaussian 3 : Others tissues 300 HU 2500 HU 0.3

Table 1: Values of the initialization of the parameters of the Gaussian model

The Figure 3 illustrates the Hounsfield curve obtained from a slice in the abdominal area and the corresponding fitted
curve obtained with the Gaussian mixture model (GMM).

mmm Hounsfield Curve
e Gaussian Mixture
r \ Model

o

— _'-//.- . F

o 4

) - 4 8 N % ® 3 W w W

Fig 3: On the left, example of 2D slice (a) and its localization on whole body mouse. On the right, Hounsfield curve of
the slice and corresponding Gaussian mixture model of the distribution of fat and lean tissues (c).

This model was applied on each 2D transverse slices along the animal as shown in Figure 4.

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-3

133




7.5. Article : "Quantitative C'T" imaging for adipose tissue analysis in mouse model of
obesity"

Fig 4: Serial slice associated mixture model of the whole body.

Analysis of adipose tissue volumes was performed with two methods : 1) the GMM method and 2) the method with a
Fixed Thresholding (FT method) range of [-250 HU ; -50 HU].

2.5 Automatic detection of the region of interest

We defined a reference abdominal slice of interest (corresponding to umbilical in human) by the image showing the
highest amount of adipose tissue compared to amount of lean tissue. This slice was automatically detected using the
proportions of the GMM previously computed as described in the following equations :

R = [“’J @
aleun.l
I =max,(R) ()

where R; represents the ratio of slice i, ®udjpose,i the proportion parameter of the adipose tissue Gaussian model of slice of
index 7, and @y, the proportion parameter of the lean tissue Gaussian model of slice of index i and / the index of the
detected slice. The distribution of the ratio R along the body is shown in figure 5.

PATEAN pundarn propertsoe, datin

Figure 5 : The bottom curve shows the ratio R for each slice. The slice of interest has been detected around the slice
numbered 300. The up picture illustrates the anatomical localization of the slice.

The Region Of Interest (ROI) included 200 slices (20 mm) centered on the detected slice. This ROI was compared to
previously described regions of interest [] [], extracted manually in vertebral levels : 1) L1-L5 and 2) L5-C1.

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-4
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2.6 Segmentation of visceral and subcutaneous adipose tissue

Segmentation of visceral adipose tissue (SAT) and subcutaneous adipose tissue (VAT) was performed using active
contours. Our method was based on level set without edges [19] and used the dense implementation of the Chan and
Vese method [20] available in the Insight toolkit (ITK) in 2D to segment the fat compartments limited by the abdominal
muscular wall and the skin. The segmentation protocol was initialized on the slice of interest and then extended to the
adjacent slices as a 2> method.

3. RESULTS
3.1 Analysis of whole body adipose tissue volumes

Figure 6 shows the repartition of adipose tissues in obese and control mice using the GMM method and the FT method.

control mouse 1 mouse oroup2 mouse

FT method

GMM method

Figure 6 : Fat tissue visualization of a mouse of each group with the GMM method and with the FT method

The quantitative analysis confirms the imaging data showing higher adipose tissue in obese mice than in control mice
(Table2).

Mice Total adipose tissue volume
Group wheight in mm3
ing FT GMM
control 339+/-3.5 2212.4 +/- 583.6 2063.2 +/- 365.5
groupl 40.1 +/-3.8 2795.2 +/-491.5 3000.0 +/- 377.5
group2 42.8+/-3.3 3564.0 +/- 530.2 3308.8 +/- 120.1
Total 38.5+/-5.1 2768.8 +/- 692.8 2725.9 +/- 629.6

Table 2: Mean volumes of adipose tissue (in mm3) computed for each group of mice, using FT and GMM

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-5
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The comparative analysis shows minor differences between GMM and FT measurements. When adipose tissue volumes
are correlated with the mouse weight, we obtain slightly better correlation with the GMM method than with the FT

method (Table 3).
Coefficient of correlation

Group weight/adipose tissue volume
FT GMM
control 0.791 0.968
groupl 0.952 0.981
group2 0.997 0.998
Total 0.937 0.981

Table 3: Coefficient of correlation between the weight and the adipose volumes computed with FT and GMM
As the whole, these results demonstrate the validity of the GMM method as compared to the FT method.

3.2 Automatic detection of the region of interest

In our protocol, the automatic localization of the slice of interest was based on the relative amounts of adipose and lean
tissues. Interestingly, this criteria corresponded to skeletal landmark : the lumbosacral junction of L6 and S1 vertebras.
The mean distance between this landmark and the detected slice was of 1.0/ +/- 0.45 mm. Figure 7 illustrates the ROI
compared to others regions.

Figure 7 : Localization of the detected slice and comparison of the region with others area used in literature (left) ;
detected slice of interest (right)

Coefficient of correlation weight/fat volume
Group Automatic thresholds
L1-L5 L5-C1 ROIL
control -0.9997 0.7661 0.9416
groupl 0.8671 0.9993 0.9996
group2 0.9898 0.8874 0.9991
Total 0.1058 0.9157 0.9679

Table 4: Coefficient of correlation between the weight and the adipose volume for the three regions of interest. The
adipose tissue volumes used for the correlation were computed with the automatic thresholds.

The volumes of adipose tissue were computed on the three regions showing a higher amount of fat tissue in group!l and
group2 as compared to control (respectively : 1107.1 mm?, 1396.3 mm?®, 816.9 mm?®). Adipose tissue volumes in the ROI
were better correlated with the body weight than the two others regions (Table 4).

This result reinforces the validity of the choice of the selected region.

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-6
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3.3 Segmentation of visceral and subcutaneous compartments

Figure 8 illustrates the visceral and subcutaneous adipose tissue compartments.

‘abdominal wall”

Fig 8 : Segmentation of fat compartments limited by the abdominal wall (visceral fat, yellow) and the skin (subcutaneous
fat, blue) in the reference slice.

The segmentation protocol did not show any obvious correlation between weight and VAT, SAT and ratio VAT/SAT
(Table 5).

Coefficient of correlation

Group weight/fat volume
VAT SAT Ratio VAT/SAT

control 0.410 0.580 0.061

groupl 0.539 0.682 -0.857

group2 0.842 0.142 0.876

Total 0.694 -0.349 0.008
Table 5 : Correlation coefficients between weight and fat volumes in subcutaneous and visceral adipose tissue area and

for the ration VAT/SAT

This result may be due to our animal model of obesity which exhibits relatively limited visceral fat accumulation as
compared to genetically modified mice model of obesity.

4. CONCLUSIONS

This work presents novel methods fitted to in vivo investigations of mice model of obesity, allowing (i) automated
detection of adipose tissue in abdominal regions of interest, (ii) automated detection of the region of interest, (iii)
quantification of visceral and subcutaneous fat.

Our results show that medical CT imaging combined with automatic image analysis provide precise and reproducible
quantification of adipose tissue in mice in vivo allowing repetitive examinations for longitudinal studies. This new
approach in experimental animals is of particularly interest for the study of obesity, allowing valuable comparison
between species using the same imaging materials and software analysis

REFERENCES
[1] J.C. Seidell, P. Bjorntorp, L Sjostrom, R. Sannerstedt, M. Krotkiewski, H, Kvist, "Regional distribution of

muscle and fat mass in men — new insight into the risk of abdominal obesity using computed tomography", Int J
Obes 13, 289-303 (1989)

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-7

137




7.5. Article : "Quantitative C'T" imaging for adipose tissue analysis in mouse model of

obesity"

[2] A.E. Summe, N.M. Farmer, M.K. Tulloch-Reid, "Sex differences in visceral adipose tissue volume among
African Americans", Am J Clin Nutr 76 (2002)

[3] W. Shen, M. Punyanitya, Z. Wang, "Visceral adipose tissue : relations between single-slice areas and total
volume", Am J Nutr 80 (2004)

[4] D. L. Sussman, J. Yao, R. M. Summers, "Automated fat measurement and segmentation with intensity
inhomogeneity correction," Proc. SPIE Medical Imaging Vol. 7623 (2010)

[5] V. Positano, T. Christiansen, F. Santarelli, S. Ringgaard, L. Landini, A. Gastaldelli, "Accurate segmentation of
subcutaneous and intermuscular adipose tissue from MR images of the thigh", Journal of Magnetic Resonance
Imaging 29, 677-684 (2009)

[6] K. J.Ellis, B. Grund, F. Visnegarwala, L. Thackeray, C. G.Miller, C. E. Chesson, W.El-Sadr, A. Carr,
"Visceral and Subcutaneous Adiposity Measurements in Adults: Influence of Measurement Site", Obesity
15(6), 1441-1447 (2007)

[71 S. A. Al-Attar, R. L. Pollex, J. F. Robinson, B. A. Miskie, R. Walcarius, B. K. Rutt, R. A. Hegele, "Semi-
automated segmentation and quantification of adipose tissue in calf and thigh by MRI: a preliminary study in
patients with monogenic metabolic syndrome," BMC Med Imaging, 6(11) (2006)

[8] D.D. Brennan, P. F. Whelan, K. Robinson, O. Ghita, J. M. O’Brien, R. Sadleir, S. J. Eustace, "Rapid automated
measurement of body fat distribution from whole-body MRL" AJR 185, 418-423 (2005).

[9] Y. Jin, C. Z. Imielinska, A. F. Laine, J. Udupa, W. Shen, S. B. Heymsfield, "Segmentation and Evaluation of
Adipose Tissue from Whole Body MRI Scans", Medical Image Computing and Computer-Assisted Intervention
- MICCAI 2003, Lecture Notes in Computer Science, 2003, Volume 2878/2003, 635-642, DOI: 10.1007/978-3-
540-39899-8 78

[10]P. S. Jorgensen, R. Larsen, K. Wraae, "Unsupervised Assessment of Subcutaneous and Visceral Fat by MRI",
Image Analysis, Lecture Notes in Computer Science, 2009, Volume 5575/2009, 179-188, DOI: 10.1007/978-3-
642-02230-2_19

[11]S. Makrogiannis, S. Serai, K.W. Fishbein, W. Laney, C. Schreiber, W.B. Ershler, L. Ferrucci, R.G. Spencer,
"Automated Quantification of Muscle and Fat in the Thigh from Water-, Fat- and Non-suppressed MR Images",
IEEE International Conference on Biolnformatics and BioEngineering (BIBE) (2010)

[12]K. Furukawaa, T. Katabamia, Y. Nakajimab, T. Satoa, H. Katoa, R. Koganeia, S. Asaia, T. Matsuia, Y. Sataa,
T. Kawataa, A. Kondoa, A. Ohtaa, Y. Tanaka, "Evaluation of whole-abdominal fat volume by 700-slice CT
scanning and comparison with the umbilical fat area anthropometric indices", Obesity Research &Clinical
Practice 4, el11-e117 (2010)

[13]S. Tu, S. Zhang, Y. Chen, M. T. Freedman, B. Wang, J. Xuan, Y. Wang, " Automatic tracing and segmentation
of rat mammary fat pads in MRI image sequences based on cartoon-texture model", Transactions of Tianjin
University, Volume 15, Number 3, 229-235, DOI: 10.1007/s12209-009-0041-2

[14]D. H. Johnson, C. A; Flask, P. R. Ernsberger, W. C. K. Wong, D. L. Wilson, "Reproducible MRI measurement
of adipose tissue volumes in genetic and dietary rodent obesity models," Journal of Magnetic Resonnance
Imaging, 28:915-927 (2008).

[I5]A.L. Hildebrandt, D. M. Kelly-Sullivan, S. C. Black, "Validation of a high-resoltuion X-Ray computed
tomography system to measure murine adipose tissue depot mass in situ and longitudinally," Journal of
Pharmalogical and Toxicological Methods 47, 99-106 (2002).

[16]S. Judex, Y.K. Luu, E. Ozcivici, B. Adler, S. Lublinsky, C.T. Rubin, "Quantification of adiposity in small
rodents using micro-CT," Methods 50, 14-19 (2010).

[17]Y K. Luu, S. Lublinsky, E. Ozcivici, E. Capilla, J.E. Pessin, C.T. Rubin, S. Judex, "In vivo quantification of
subcutaneous and visceral adiposity by micro-computed tomography in a small animal model," Medical
Engineering and Physics 31, 34-41 (2009).

[18]A. Dempster, N. Laird, D. Rubin. "Likelihood from incomplete data via the EM algorithm". J Royal Statistical
Society 739, 1-38 (1977)

[19]T. Chan and L. Vese. An active contour model without edges. In Scale-Space Theories in Computer Vision,
pages 141-151 (1999).

[20]K. Mosaliganti, B. Smith, A. Gelas, A. Gouaillard, S. Megason, Level Set Segmentation: Active Contours
without edge. The Insight Journal - 2009. http://hdl.handle.net/1926/1532

Proc. of SPIE Vol. 7963 796320-8

138




CHAPITRE 7. ANALYSE DES TISSUS ADIPEUX

7.6 Discussion

7.6.1 Imagerie avec le scanner médical CT

Avec le CT la résolution est plus faible que pour le micro-CT et ne permet pas
I’analyse fine de piece isolées. Par contre a I’échelle du corps entier, elle est un outil de
"screening" tres intéressant. comme le montre la Figure 7.1, a partir d’une acquisition
réalisée en 1sec, il est possible d’obtenir des informations sur la morphologie globale
de la souris, sur les voies aériennes, sur la graisse ou la répartition des densités du
squelette.

FIGURE 7.1 — Vues 3D en "volume rendering" obtenues a partir des données d'une
seule souris scannée en 1 sec dans un scanner médical (CT)

L’utilisation du CT permet de plus de bénéficier des dernieres avancées techno-
logiques en matiere de tomographie X. Par exemple, ’acquisition en double énergie,
utilisée en micro-CT a titre expérimental 7?7, est déja implémentée dans certains
scanners (Siemens Flash CT). Parmi les applications du double énergie, on note la
possibilité de 'analyse quantitative des densités (par absorption relative comme en
DXA) ou 'amélioration de la qualité des images en supprimant le "Beam Hardening".
D’autre part, les méthodes de reconstruction itératives, également disponible en CT,
permettent une reconstruction moins bruitée avec une nombre de vue plus restreint
limitant encore plus I’exposition aux rayons X et réduisant le temps d’acquisition.

La réduction du temps d’acquisition par rapport a un micro-CT dédié au petit
animal, peut laisser penser que la dose délivrée est plus faible. Ce point nécessite
d’étre étudié plus en détail car si le temps est plus court, le courant utilisé est plus
élevé que dans un micro-CT.

Dans l'optique d’évaluer 'utilisation du CT pour les études précliniques in
vivo, nous avons voulu caractériser la dose associée a cette technique, cette étude
sera abordée au Chapitre 10.

7.6.2 Classification des voxels du tissu adipeux

La méthode que nous avons utilisé n’est pas non-supervisée comme c’est le cas
avec les K-Means ou FCM. Les parametres des gaussiennes du modele sont initialisés
avec une information a priori sur les valeurs en unité Hounsfield des niveaux de
gris des tissus adipeux et musculaires. Pour notre application, cela ne pose pas de
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probleme car les données sont toujours calibrées et donc varie peu autour de valeurs
de références.

Le modele, initialisé pour chaque coupe 2D avec les mémes parametres, converge
relativement vite avec 'algorithme "Expectation Maximisation". Apres 10 itérations,
le modele évolue tres peu et les résultats de quantification des volumes de graisse
sont identiques. C’est pourquoi nous avons fixé a 15 le nombre d’itérations maximal.

Avec une application différente, pour la classification des tissus du cerveau,
la modélisation avec des mixtures gaussiennes associée avec l'algorithme "Expec-
tation Maximisation" peut étre initialisée automatiquement a partir de K-Means
[Srinivasan et al., 2011]. Cette méthode pourrait étre envisagée pour notre applica-
tion.

La Figure 7.2 montre une représentation en 3D de I’ensemble des modélisations
calculées sur les coupes 2D le long du corps de la souris.

FIGURE 7.2 — Représentation 3D des histogrammes 2D de chaque coupe le long du
corps de la souris (a), de sa modélisation avec les mixtures de Gaussiennes (b) et
des trois Gaussiennes du modele (¢ pour la graisse, d pour le muscle et e)

7.6.3 Validation des outils basée sur les corrélations avec le
poids de animal

N’ayant pas de valeurs de références pour les volumes de graisse, nous avons
utilisé comme criteres de validation la corrélation avec le poids de I’animal. Dans des
études précédentes en micro-CT [Hildebrandt et al., 2002] [Judex et al., 2010], deux
techniques ont été utilisées pour obtenir des références de comparaison : le dosage
des lipides par décomposition chimique Soxlhet et la dissection des amas de graisse.
La méthode Soxlhet, utilisé habituellement dans le domaine agro-alimentaire et qui
permet le dosage des lipides d’un extrait de 1’échantillon broyé, peut étre discuté
quant a son utilisation comme méthode de référence chez la souris. D’autre part,
la dissection est reconnue comme une technique dont la reproductibilité dépend
fortement de 'opérateur. Ces éléments conforte notre choix pour la validation par
corrélation avec le poids de I'animal.

Lors d’une postérieur (voir Chapitre 9), nous utilisons une double validation
avec I'imagerie par densitométrie chez la souris avec un PIXMUS.

140



CHAPITRE 7. ANALYSE DES TISSUS ADIPEUX

7.7 Conclusion

Notre approche pour I'analyse des tissus adipeux de la souris a été de combi-
ner 'utilisation d’un scanner médical normalement dédié a 'humain avec des outils
d’analyse des images 3D développés spécifiquement pour la caractérisation de la
graisse.

Le CT a permis d’imager in vivo la souris avec une résolution suffisante pour
I’analyse des tissus adipeux. De plus, la vitesse d’acquisition en CT laisse envisager
cette méthode comme outil de "screening" & haut débit pour des études longitudi-
nales.

La chaine de traitement proposée pour 'analyse des images permet la classi-
fication de voxels correspondant a la graisse, la détection automatique de la région
d’intérét 3D au sein de l'abdomen et la séparation entre la graisse viscérale et sous-
cutanée.

Les méthodes d’analyse développées sont spécifiques aux tissus adipeux mais
pas a la souris. Elles pourraient étre appliqués a I’humain. Dans ce contexte, notre
approche présente un intérét particulier pour I’étude de 'obésité, en permettant un
passage simplifié de I'animal a ’humain en utilisant les méme matériels d’imagerie
et les mémes outils d’analyse.
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8.1. Introduction

8.1 Introduction

La sérotonine (5-hydroxytryptamine : 5-HT) joue un double rdle de neuromé-
diateur du systeme nerveux central et d’hormone dans I’ensemble du corps . Elle est
impliquée la régulation de fonctions telles que la thermorégulation, les comporte-
ments alimentaires et sexuels, le cycle veille-sommeil, la douleur ou encore I'anxiété.
De plus la sérotonine joue un role dans le développement embryonnaire.

On a pu observer que le traitement de souris par des antagonistes pharmacolo-
giques du récepteurs 2B de la sérotonine induit des malformations cardiaques, cra-
niofaciales et un retard de croissance [Lauder and Zimmerman, 1988|. L’obtention
récente de souris invalidées pour le géne du récepteur 2B de la sérotonine (R2B-
KO) a confirmé le réle de de ce récepteur dans ’embryogenese et la morphogénese
des tissus osseux [Gaspar et al., 2003]. Chez la souris adulte une étude ex vivo sur
des fémurs de souris R2B-KO a montré un déficit osseux de la micro-architecture
[Collet et al., 2008].

Nous avons entrepris de compléter cette étude en utilisant la tomographie X,
d’une part a ’échelle de la souris entiere in vivo et d’autre part en ciblant spécifi-
quement les tissus dentaires de la mandibules ez vivo.

8.2 Etude A : analyse du phénotype des souris
R2B-KO a I’échelle du corps entier

8.2.1 Protocole expérimental

Deux groupes de souris femelles R2B-KO &gées de 2 mois et 1 an ont été
comparées a des souris controles (WT) de méme fond génétique (Tableau 8.1).

WT | R2B-KO
2 mois 8 9
1 an 10 10

TABLE 8.1 — Description des groupes de souris

Les souris ont été imagées in vivo a I'aide d’un scanner médical (CT) Toshiba
Aquilon 64 avec les parametres d’acquisition suivant : 135kV et 400mAs pour la
source X, acquisition des projections pour le corps entier en 2sec, résolution des
images reconstruites avec un voxel non-isotrope de 160x160x100um.

8.2.2 FEtude des tissus minéralisés

Nous avons défini des fonctions de transfert spécifiques a 'analyse de la répar-
tition de la minéralisation sur le corps entier de la souris. D’apres le code couleurs
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indiqué sur la Figure 8.1, les os longs des membres inférieurs et supérieurs et le bas-
sin sont plus pourpres (donc plus denses) chez les souris WT que chez les R2B-KO.

Densite ++

Densité --

Femelles 1an

JhLY owr '

¥y
T | ]
¥ &

5\

FiGURE 8.1 — Différences de minéralisation entre les souris femelles contrdles et

R2B-KO agées de lan

Les figures 8.2 et 8.3 illustrent les visualisations de dessus des souris agées de

2 mois et de 1 an. L’analyse comparative de ces vues 3D a révélé que les souris R2B-
KO agées de 2 mois et de 1 an sont ostéopéniques avec un déficit en minéralisation
moins marqué pour les souris de 2 mois.

Femelles 2 mois

FIGURE 8.2 — Visualisation 3D en "volume rendering" de ’ensemble des souris agées
g g

de 2 mois
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WT

Femelles 1an

KO

FIGURE 8.3 — Visualisation 3D en "volume rendering" de I’ensemble des souris agées
de 1 an

2 mois

1 an

FIGURE 8.4 — Exemples de coupes extraites a I'intersection des vertebres L5 et S1
pour les 4 groupes de souris. Les tissus adipeux sont représentés en jaunes et la
masse maigre en rouge

8.2.3 Etude des tissus adipeux

Cette étude a été réalisée avant le développement des outils d’analyse des tis-
sus adipeux décrites au chapitre 7. Nous avons analysé la répartition de la graisse
en 2D sur un ensemble de 5 coupes contigués au niveau de ’espace intervertébral
L6/S1 (Figure 8.4). Pour chaque coupe nous avons identifié les volumes de graisse
viscérale (V), sous cutanée (SC) et totale.

A 2 mois, les souris R2B-KO présentent un rapport entre graisse viscérale et
graisse sous-cutanée significativement inférieur aux controles (Figure 8.5). Ces souris
semblent avoir un volume de graisse totale plus faible que les WT mais non signifi-
catif.
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Graisse : Ratio V/SC  Graisse : total

'6 1,40 - =005 1:20

E 1,15 - 0,95 |

(7)) 0.0 | 0,70
- — 1

= ]

g 0,65 - 0,45

:‘ : 0,40 : : 020 .

Femallas Femelles Femalles Femslles
KO WT KO WT

F1GURE 8.5 — Résultats des mesures du rapport entre graisse viscérale et graisse
sous-cutanée et du volume total pour les souris R2B-KO et WT agées de 2 mois
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FIGURE 8.6 — Résultats des mesures du rapport entre graisse viscérale et graisse
sous-cutanée et du volume total pour les souris KO et WT agées de 1 an

Chez les souris d'un an, le rapport entre graisse viscérale et sous-cutanée n’est
plus significativement différent entre les R2B-KO et les WT. Par contre les R2B-KO
ont moins de graisse totale que les WT.

WT 2 mois | R2B-KO 2 mois | WT 1 an | R2B-KO 1 an
sous-cutanée 0.480 0.253 0.460 0.240
viscérale 0.408 0.349 0.788% 0.525

TABLE 8.2 — Valeurs moyennes des mesures de graisse sous-cutanée et viscérale pour
chaque groupe de souris

Les données du Tableau 8.2 complétent les résultats precédents. Les souris
R2B-KO présentent un volume de graisse sous-cutanée plus faible des 2 mois alors
que les volumes de graisse viscérale sont proches des WT. Avec la croissance, les
R2B-KO se différencient par une augmentation plus faible de la quantité de graisse
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viscérale.

8.2.4 Etude des voies respiratoires

Les poumons sont des tissus qui présentent peu de contraste en tomographie
X, il est donc difficile de les distinguer des autres tissus mous environnants. Afin
de pouvoir les étudier il faut considérer la transition entre l'air (contenu dans les
poumons) et le poumon lui-méme. Cette enveloppe intérieure du poumon est faci-
lement détectable puisque le contraste entre les tissus mous du poumon et 1'air est
important.

Chez les souris de 2 moi, la visualisation 3D suggere un volume pulmonaire
plus réduit chez les souris R2B-KO (Figure 8.7).

FI1GURE 8.7 — Visualisation 3D en "volume rendering" des poumons des souris
controles (WT) et R2B-KO (KO)

L’analyse quantitative du voliume pulmonaire a été réalisée en se basant sur
les voxels d’intensité correspondant aux tissus mous du poumon (dans la gamme
d’unité Hounsfield [-800 HU, -400 HU]) isolés dans une ROI décrite autour des pou-
mons (Figure 8.8).

La Figure 8.8 montre une différence significative des volumes pulmonaires uni-
quement liée a ’dge entre 2 mois et 1 an. Aucune différence statistique n’est observée
chez les WT et KO.

Cette mesure du volume des poumons n’a pas validé I'appréciation qualitative
puisqu’aucune différence statistique n’a été trouvée entre WT et KO (Figure 8.8).
Les volumes pulmonaires étaient par contre significativement différents en fonction

148



CHAPITRE 8. ANALYSE PHENOTYPIQUE DES SOURIS INVALIDEES POUR LE
GENE DU RECEPTEUR 2B DE LA SEROTONINE

Souris femelles

0.02 -
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| . = | 1
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0.01 - ; : ;
WT KO WT KO
2 mois 1an

FIGURE 8.8 — Volume pulmonaire (en mm?) des souris femelles de 2 mois. Les barres
indique un seuil de significativité de p < 0.05

de I'age.

L’interprétation de ces résultats est limitée car les images ont été réalisées
sans synchronisation de I'imagerie avec les cycles respiratoires et cardiaques qui sont
source de mouvement et de flous dans les images.

8.2.5 Conclusion

L’analyse phénotypique en CT des souris R2B-KO confirme sur les souris en-
tiere les observations sur des os isolés montrant une ostéopénie chez ces souris. Le
phénomene est d’avantage marqué a I'dge de 1 an. De plus notre étude en image-
rie a révélé chez ces souris une répartition différentielle des tissus adipeux. Comme
pour les tissus minéralisés on retrouve un roéle de I'age dans ’évolution du phéno-
type adipeux avec chez les souris de 2 mois un volume de graisse sous cutanée plus
faible chez les R2B-KO alors que I’age d'un an c’est la graisse viscérale qui est moins
développée chez ces souris. Les données obtenues sur 'appareil respiratoire restent
préliminaires pour conclure sur un effet de la validation du récepteur 5-HT2B.

L’ensemble de nos observations souligne 'intérét de I'imagerie CT a l’échelle
du corps entier pour révéler des anomalies phénotypiques qui n’était pas a priori
attendues chez les souris KO. Des travaux ont précédemment montré un réle d'un
autre récepteur de la sérotonine dans 1'obésité (le 5HT5¢) [Nisoli and Carruba, 2000]
[Bays and Dujovne, 2002] [Halford, 2006] [Salem and Bloom, 2010]. Notre étude montre
pour la premiere fois I'implication du récepteur 5 — H155 R dans le métabolisme du
tissu adipeux.
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8.3 Etude B : analyse du phénotype du tissu den-
taire chez les souris R2B-KO

Collaborations :

Nous avons poursuivi l'analyse des tissus minéralisés chez les souris R2B-KO
par une analyse ex vivo des molaires de la mandibule de ces souris.

Pour chaque animal, I’hémi-mandibule droite a été analysée par micro-CT
(émail des molaires) et la gauche par histologie en microscopie électronique a ba-
layage (émail des molaires et de 'incisive). L’acquisition 3D a été effectuée avec le
micro-CT VISCOM 8060 avec les parametres d’acquisition suivants : 80kV et 160 A
pour la source X, 514 projections de 200ms sur 360°. Les images reconstruites pré-
sentaient une résolution avec un voxel isotrope de bum. Pendant 1’acquisition, la
mandibule était positionnée verticalement et le systeme était focalisé sur la région
des molaires (Figure 8.9).

NN

Zone de
I'acquisition

v ..

FIGURE 8.9 — Illustration de la zone des molaires (B) imagée par micro-CT au sein

de la mandibule (A)

L’analyse des données a été effectuée avec un protocole similaire a celui décrit
précédemment (Chapitre 4) avec une attention particuliere sur 'analyse de 1’émail
des molaires :

— analyse qualitative en "volume rendering" pour I'appréciatiation de la mor-
phologie de I'émail
— mesure du volume de I’émail des molaires
Pour la visualisation anatomique de ’émail nous avons défini des fonctions de
transfert pour le "volume rendering" pour isoler ’émail des autres tissus constituants

I'environnement de la dents (dentine, endodonte, os alvéolaire ...) (Figure 8.10).

La méthode de segmentation utilisée précédemment pour l'extraction du vo-
lume pulpaire des molaires (Chapitre 4) a été adaptée pour 'extraction du volume
de I’émail des molaires.
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F1GURE 8.10 — Illustrations des vues obtenues en volume rendering' a partir des
données micro-CT

8.3.1 Article : "Enamel alterations in serotonin 2B receptor
knockout mice"

Dans cet article (accepté dans European Journal of Oral Sciences), nous mon-
trons que :
I'imagerie micro-CT permet une analyse quantitative du volume de 1’émail
des molaires
— la complémentarité entre les techniques d’analyse standard par histologie et
I'imagerie micro-CT
— l'invalidation du récepteur 5H T, 5 a une incidence sur la formation de I’émail
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ABSTRACT

The role of the serotonin 2B receptor (5-HT,gR) in enamel formation and mineralization was
explored in adult SHT2gR knockout (KO) mice compared to wild type (WT). In the molar,
quantitative data obtained by micro-computed tomography imaging show that the overall
volume of the enamel layer was firmly reduced in KO mice. Defective mineralization was
ascertained by energy dispersive X-ray microanalysis. We also observed, using the scanning
electron microscope, that parazones in the KO mice included 2-3 helicoidally twisted rods
within Hunter-Schreger bands, instead of a single rod in the WT. Minor disturbances were
also detected in the incisors of KO mice. Structural modifications, thinner enamel crystallites
and porosities observed in KO mice indicate that the 5S-HT,gR-mediated signaling pathways
take parts to enamel formation. These data provide a basis for evaluating the role of 5-HT;5R
on ameloblast functions. Defects observed in the mineralization and structure of enamel in

KO mice highlight that the 5-HT,gR interferes with the mechanisms directing amelogenesis.
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1

2

3 INTRODUCTION

4

5

? Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT), as a neurotransmitter in the central nervous system,
8 modulates a wide variety of behavioral and physiological processes such as appetite, sleep,
?0 anxiety, cognition, and memory. In the periphery, 5-HT is exclusively synthesized by
1; enterochromaffin cells of the gut and stored by platelets. Platelet-stored 5-HT broadly
13 participates to the homeostasis of various tissues and plays a role in cardiovascular functions,
12 smooth muscle response, gastrointestinal contraction and endocrine regulations (see for
167" review (1)). 5-HT also exerts a trophic function during animal development. Both 5-HT and
18 the 5-HT transporter (SERT) have been detected in early stage of mouse embryos (2, 3) and
;g are involved in the migration of cells derived from the neural crest, in neurogenesis as well as
g; in craniofacial and cardiovascular morphogenesis (4-6). Of note, embryos exposed to 5-HT,g
23 receptor (5-HT,gR) antagonists or antidepressants which block 5-HT uptake by the SERT,
gg exhibit morphological defects in mesodermal and neural crest derivatives including the
g? craniofacial skeleton (4-8). Moreover, in adults, patients receiving serotonin reuptake
28 inhibitors (SRIs) antidepressant appear to be at risk for osteoporosis (9-11).

%

g; The biological actions of 5-HT are mediated by numerous 5-HT receptors (5-HTR). At
33 present, fifteen S5-HTR subtypes, divided into seven classes (5-HT;;R) have been
gg characterized, based on their amino acid sequence, pharmacological profile, and transduction
2‘73 mechanisms (12). Such a diversity of 5-HTR makes difficult the elucidation of their precise
38 role in 5-HT-mediated functions (13). An alternative way of investigation is the genetic
28 inactivation of genes encoding these receptors.

41

42

43 As concerned mineralized tissues, the functional impact of 5-HT signaling in the skeleton is
jg still debated since both enhancing and inhibitory effects on bone formation have been
is depicted in response to 5-HT (14). In previous studies, we have identified the 5-HT,gR as an
48 important player of bone metabolism (15-17). We used an inducible mesoblastic cell line, C1,
gg able to fully differentiate into osteocytes within 12 days, assessing the involvement of 5-
g; HT2sR during osteogenic differentiation. The 5-HT,gR-mediated coupling to the nitric oxide
53 (NO) synthase and the phospholipase A2 (PLA2) pathways are necessary for optimal bone
gg matrix mineralization (15). Blockade of this receptor causes a 40% reduction in calcium
g? incorporation within the matrix. Further, we have identified the tissue non-specific alkaline
58 phosphatase (TNAP) as a target whose activity is entirely controlled by the 5-HT»gR (17). In
0
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agreement, primary calvarial osteoblasts obtained from 5-HT,gR knockout (KO) mice

suffering from osteopenia (6), exhibit defects in TNAP activity (16, 17).

The role of 5-HT in enamel and dentin formation is poorly documented, although the
presence of (i) 5-HT receptors, namely 5-HTa, 24, 28, 2cR, (ii) tryptophan hydroxylase 1
(TPH1), the key enzyme which synthesizes 5-HT and (iii) SERT have been detected in the

enamel organ of both molar and incisors (18).

Since 5-HT contributes, during development, to differentiation of neuroectodermal, neural
crest and mesodermal derivatives and in view of the role of 5-HT,gR in bone matrix
mineralization, we hypothesize that this receptor may be crucial for proper enamel
development and tooth homeostasis. We took advantage of 5-HT,gR KO mice to investigate
whether 5-HT,gR depletion could be at the origin of defects in enamel formation. We
compared the ultrastructure and mineralization of enamel in the wild type (WT) and the 5-
HT,5R KO mice both in the continuously growing incisor and in the molar, a tooth of limited
growth. The well-organized matrix framework for mineral deposition was altered in 5-HT»gR
KO mice as well as the mineral density of enamel. These data provide the first evidence that
5-HT,gR-dependent signaling pathways act on enamel formation adjoining ameloblasts and

introduce this receptor as a novel actor in tooth development.

MATERIALS AND METHODS

This study was performed using adult 5-HT,gR KO mice in which exon 2 of the 5-HT»gR
locus has been substituted for the selective bacterial neo cassette (6). The 5-HT25R KO mice
have a 129sv/PAS background as wild-type (WT) (Charles River Laboratories, L’arbresle,
France). The mice were allowed free access to food and water in full compliance with French
government and European Community animal welfare policy.

One third of the embryonic 5-HT,gR KO mice die midgestation, and another third die at birth
from cardiac failure. The mice that survive have a cardiac phenotype, but a normal life span
(6, 16). In order to establish the potential indirect incidence of plasmatic calcemia and VEGF
on enamel formation, blood was collected by eye puncture. The mean values were determined

for each group of 10 mice at least.
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1

2

3 Thirteen WT (8 males and 5 females) and twelve 5-HT»gR KO mice (7 males and 5 females)
g were killed at 8 and 10 weeks by cervical dislocation, and the mandibles were dissected out.

? One hemi-mandible was fixed with formaldehyde, embedded in methylcetone peroxide-
8 polymerized Stratyl and cut with a diamond disk. To avoid variations in section angle,
?0 transverse sections were systematically performed in the middle of the first molar at right
1; angles to the long axis of the mandible. The mandibles slices had a thickness of 2 mm and
13 were glued on aluminum stub. After etching three fold 10 sec with 1% nitric acid, they were
12 rinsed with water and sputter coated with platinum for Scanning Electron Microscopy (SEM)
1(75 examination (Zeiss Supra 40). The ratio of calcium and phosphorus, from the enamel of
18 mandible sections sputter-coated with carbon, was determined using Energy Dispersive X-ray
;g (EDX) microanalysis (Hitachi SU70 SEM and INCA microanalysis system).

g; The other mouse hemi-mandible was scanned by micro-Computed Tomography (micro-CT)
23 for non-destructive studies (Viscom X8060). The X-ray source was operated at 80 kV and
gg 160 mA, with a 5 pm spatial resolution. Volume rendering, a technique for 3D visualization
g? of samples, was suitable to render images from mouse mandibles acquired by micro-CT and
28 to identify the bone and different dental structures: pulp, dentin and enamel (19). Volumetric
:258 measurements were carried out following the selection of a 3D volume of interest drawn
g; around the first molar. Software was used to visualize and quantify the volume of the first
33 molar enamel. A threshold image filter allowed the isolation of the enamel according its
gg mineral density. All samples were analyzed following the same threshold to obtain
2(73 comparable volume measurements and visualization. By making the dentin, the pulp and the
38 bone translucent, the enamel cap was observed from various directions. The volume of the
ig enamel was calculated by subtracting the less mineralized tissues in the 3D volume of
1; interest.

43

ig RESULTS

46

47

48 Our aim was to investigate whether the inactivation of 5-HT»gR leads to disturbed enamel
gg formation. We performed invasive and non-invasive techniques to analyze the composition,
g; structure and volume of enamel.

53 Table 1 indicates the values found for plasmatic calcemia and VEGF in WT and 5-HT,gR KO
gg mice. The differences are not significant and demonstrate that the effects observed on
g? amelogenesis are neither due to hypocalcemia nor to variations of VEGF.

58
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X-ray sprectrophotometric analysis allowed comparison of phosphorus and calcium levels in
enamel of WT and 5-HT,5R KO mice (Table 2). The phosphorus level was similar in both
groups. The calcium level was lower for the 5-HT,5R KO group (20.43 £ 2.63%) than for the
control (21.62 + 4.26%). Consequently the Ca/P ratio was decreased in the 5-HT,R KO

group suggesting that the enamel was less calcified.

Histological analysis of incisor and molar enamel structure were compared in 5-HT,gR KO
vs. WT mice. Depending on slight angle variations in the orientation of the small sized
samples, the enamel surface of the crown of the molar was more or less exposed but included
the buccal and lingual cusps, and presented an enamel-free occlusal surface. In the lower part
of the mandible, the alveolar and basal bones surrounded transverse sections of the incisor,

where enamel was always limited to a half moon structure.

Incisor enamel

In the WT incisors, acid etched-transverse sections of enamel (total width about 120-130 um),
revealed a thin inner aprismatic enamel of about 4-5 pm located at the dentino-enamel
junction (DEJ), followed by parallel rods at right angles to the DEJ (Fig.1A). In the inner
prismatic enamel, rows of prisms (or rods) were grouped within single layered rows
(lamellae) with a decussation pattern, inclined alternatively in opposite directions. The
lamellae were approximately parallel to the DEJ. In the outer enamel, the rods were parallel
and at right angles with the enamel outer surface. The superficial border of the enamel, named
outer aprismatic enamel of about 10 um thick, displayed weaker acid-etched pattern, probably
because enamel maturation was not completed, as shown also by small unfilled interrod
spaces (Fig 1A).

In the 5-HT,5R KO mice (Fig. 1B), the inner aprismatic layer of the incisor enamel appeared
with a reduce thickness as compared to the WT. The lamellae located in the inner prismatic
enamel formed a 20-25° angle with the DEJ. It was obvious that the well-defined parallel
pattern of enamel was disorganized. In particular, rods and interrods were more angulated,
protruding mineral structures were formed while numerous porosities could be visualized at
the junction between rods and interrods. The poorly etched outer layer was thicker in the 5-
HT,5R KO compared with the WT mice, suggesting the 5-HT,gR depletion affects not only

the angulation of mineral deposition but also later stages of enamel maturation.
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1

2

3 Molar enamel

g Since enamel organization differs according to its localization, enamel structure was
? compared between WT and 5-HT»5R KO mice on molar sections performed in the cusps, and
8 in the buccal and lingual areas.

?O Tip of the cusp

1; In the outer buccal part of WT mice (Fig. 2A), near the tip of the cusp, rods and interrods
13 displayed a feather-like structure in the inner half with some inclination to the DEJ. In the
12 outer half, the rods became parallel to each other and at right angles to the surface. Outer
1(75 aprismatic layer was almost undetectable.

18 In the 5-HT,5R KO mice (Fig. 2B), the thickness of the outer prismatic enamel appeared
;g significantly increased and the feather-like pattern was missing. Rods at right angles to the
g; DEJ were first parallel and protruded, and then they curved in the inner half and finally
23 expanded as long, thin and straight parallel lines. In addition, a 10 um thick aprismatic outer
gg layer was present. Thus, as observed for the incisor, the 5-HT,gR depletion impacts on
g? enamel spatial organization of the molar. This implies that the 5-HT»gR contributes to the
28 formation of the intricate matrix/mineral network elaborated by the ameloblasts.

:258 Buccal enamel

g; In the WT mice, the aprismatic zone near the DEJ was 4-5 um thick (Fig. 2C). Alternative
33 Hunter-Schreger (HS) bands formed the inner prismatic enamel. Parazones included one
gg single rod, and diazones encompassed a series of superposed rods. In the prismatic outer layer
2(73 (Fig. 2C), rods perpendicular to the enamel surface were crossing oblique lamellae before
38 reaching the surface, where they formed ultimately a thin aprismatic outer layer.

43,8 In the 5-HT,gR KO mice, the aprismatic enamel layer near the DEJ was enlarged reaching
1; about 10 um (Fig. 2D). The inner prismatic enamel included helicoidally twisted structures,
12 formed by 2-3 rods, which constitute thicker parazones, whereas diazones included piles of
45 superposed rods. In the outer third, the rods fan out and were bent toward the tip of the cusp
ig direction forming a 15-20° angle with the surface. Ultimately prisms merged and contributed
ig to the formation of an aprismatic outer enamel (Fig. 2D).

50 At larger magnification (Fig. 3 A-D), important changes in mineral density were visualized
g; between WT and 5-HT,sR KO mice. In WT male mice, buccal enamel crystallites were
gi densely packed in the molar (Fig. 3A). In contrast, crystallites were significantly thinner in 5-
55 HT,gR KO male mice and enamel exhibited many porosities (Fig. 3B). Moreover, 5-HT,gR
g? KO female mice (fig. 3D) displayed more pronounced defects than in the WT female mice
58
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(fig. 3C). The crystallites had a fibrillar appearance and were disassociated. The thickness of
enamel crystallites of 5-HT,pgR KO male and female mice (82.80 £ 15.25 nm) was
significantly decreased compared to WT male and female mice (118.25 + 13.50 nm) (p <
0.002). In mutant mice, large spaces increased the porous aspect of enamel at this
magnification indicating that the 5-HT,gR may play a pivotal role in the mineralizing

processes sustaining enamel formation.

Lingual enamel

The differences in enamel structure were less obvious in the lingual part of WT and 5-HT,5R
KO mice (Supplementary Fig. 1). Both mice displayed HS bands with similar appearance
(Supplementary Fig. 1 A, B). The aprismatic outer enamel was denser in the WT compared

with the 5-HT»gR KO mice (Supplementary Fig. 1 C, D).

Shape and volume of enamel

We used micro-CT to analyze the shape, volume and distribution of enamel in the molars of
WT and 5-HT,5R KO mice. The spatial resolution and the volume rendering isolated the
enamel cap from the underlying structures and provided qualitative information on the enamel
shape and thickness. As shown in Table 3, volume analysis revealed that the 5-HT,sR KO
first molars display a statistically significant decreased enamel volume (about 30%) compared
to WT (p<0.005). The 3D reconstruction of the molar enamel was illustrated by volume
rendering (Fig. 4 B-E). The side view of the crown showed the cusps and fissures in WT mice
(Fig. 4B). In the 5-HT,gR KO mice, the enamel appeared rough and irregular, but hypoplasia
was never seen (Fig. 4C). The volume rendering method allowing virtual and transverse
sections of the enamel cap, also revealed a reduced enamel thickness in the 5-HT,gR KO
mice. Moreover, in the occlusal view, an increased abrasion and a large dentin exposure were

observed in the 5-HT,gR KO mice (Fig 4E) compared to WT mice (Fig. 4D).

DISCUSSION

Identification of factors affecting enamel formation may have implications in the field of
tooth development, homeostasis and for the design of preventive and restorative dentistry.
Serotonin reuptake inhibitors (SRI) are widely used as antidepressants and for the treatment
of anxiety disorders. These therapies may have clinical consequences on mineralized tissue

formation, namely on dentin and bone. The effects of such drugs on enamel formation may
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1

2

3 also be effective, especially during amelogenesis. They may be similar to what is seen during
g congenital cardiac disease (CCD), although enamel hypoplasias were observed in 52% of the
? CCD children (20). As the 5-HT,gR regulates cardiac embryonic development, discrete
8 enamel hypomineralization may be associated with cardiomyopathy as it is the case for the
?O mutant mice (6, 7, 13). We still ignore if it is a direct influence of the receptor (21), or an
1; indirect action due to changes in blood pressure and vascularization. However, it has been
13 shown that using the mouse model, blood pressure and lung remodeling associated with
12 vascular proliferation are not detectable in normal and hypoxic mice (22). As no difference
1(75 was found in the levels of calcium and VEGF, a growth factor implicated in angiogenesis, a
18 direct effect of 5-HTygR is privileged. However, we cannot rule out that blood pressure,
;g changes in vascularization and cardiac abnormalities have no influence on the enamel defects
g; reported here. Identifying the actors that control enamel rods orientation is important in
23 restorative dentistry, because enamel with disordered microstructures is prone to fracture.

gg The present work provides for the first time evidence for involvement of the 5-HT2gR in
g? ameloblast functions and enamel mineralization. The mineral density shown by EDX, the
28 enamel volume evidenced by micro-CT, the crystallite thickness and the 3D organization of
:258 enamel rods observed with the SEM in the incisor and molar of 5-HT,gR KO mice clearly
g; differ from that of WT. In addition, as it was shown for bone (16), enamel defects are more
33 pronounced in female compared to male mice. The 5-HT,gR depletion does not impair
gg enamel formation but disturbs the intricate matrix/mineral network leading to defects in the
2‘73 mineral repartition and the orientation of the enamel rods. Thus, the 5-HT»gR contributes to
38 optimal structuration and mineralization of enamel.

zg Of note, upon 5-HT,gR depletion, defects could be observed in all layers from the dentino-
1; enamel junction up to outer aprismatic enamel, depending on the observed area. This implies
43 that 5-HT,gR influences the backward movement of secretory ameloblasts during
ig amelogenesis and affects rod torsions and twisting that are likely post-secretory events linked
is to mechanical forces.

48

gg Oblique direction of groups of rods and a double helix organization of prisms in mammalian
g; teeth lead to the formation of Hunter-Schreger (HS) bands (23). In the incisor of rodents, it
53 has been proposed that each HS band includes one rod alone, involving one single rod
gg displaying respectively antiparallel orientation and consequently appearing either as diazones
g? or parazones (24). This organization is more complex in the molar and depends on the
58 observed areas (25, 26). In the buccal enamel of WT mice, HS bands are located only in the
0
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inner enamel, whereas near the tip of cusps and in groves, rods display parallel orientation at
right angles to the surface. In the 5-HT,5R KO mice, two major differences were detectable in
the cervical part of the buccal enamel: i) instead of one rod per HS band in the buccal enamel,
two or more twisted rods were visible in each parazone, and ii) in the outer part of buccal
cervical enamel, the rods were bent toward the outer surface, oriented in the tip of cusps
direction. The fact that such differences are not detectable in the lingual enamel suggests that
these modifications are not dependent on cell movements but under the control of pressure
distribution, although further investigations are needed to clarify the reasons of such
differences.

Besides, mechanotransduction mechanisms are known to be involved in organogenesis and to
mobilize diverse signaling pathways such as nitric oxide (NO) and phospholipids leading to
changes in cytoskeletal, metabolism, cell adhesion and gene expression. Still very little is
known about the signals and the mechanoreceptors that trigger cellular responses in numerous
tissues. In the case of enamel, the hypomineralized porous enamel rods squeezed by occlusal
pressures may receive a flux of forces expelling the residual matrix during rod formation and
enamel maturation. The occlusal forces may produce unequal helicoidally pressures on a
tooth, and consequently promote twisting of the prisms, and their association into thicker HS
bands. Unequal distribution of forces may merely affect the buccal part of enamel cap, but not
the lingual enamel. Such hypothesis cannot be excluded since the 5-HT,gR impact on skeletal
development and on bone turnover through diffusion of NO or eicosanoids (15). These data
provide a basis to investigate a putative role of this receptor in mechanotransduction

mechanisms, which might drive enamel structuration.

In summary, this work exploiting the 5-HT,gR KO mice brings first evidence on a functional
relationship between 5-HT,gR and enamel formation. These findings further substantiate the
recent notion that 5-HT system contributes to mineral tissue differentiation and skeletal

development.
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Table 1. Analysis of plasmatic calcemia and VEGF in WT and 5-HT,gR KO groups.

WT 5-HT»5R KO
Plasmatic calcemia (in mM) | 1.43 +0.16 1.45+0.11
Plasmatic VEGF (in ng/L) 15.7+2.4 18.0+ 1.9

Blood samples analysis for plasmatic calcemia and VEGF are expressed as mM and ng/L

respectively (mean + SD).

Table 2. Energy dispersive X-ray microanalysis (EDX) of enamel in WT and 5-HT,gR KO

groups.
EDX microanalysis WT (atomic %) SHT,gR KO (atomic %)
Calcium 21.62 £4.26 20.43 £2.63%
Phosphorus 16.52 £1.92 16.16 + 1.62*

Ca/P ratio 1.33+£0.09 1.26 £ 0.09*

EDX analysis for calcium (Ca) and phosphorus (P) showed the atomic percentage of K line
elements (mean = SD). The Ca/P ratio from WT and 5-HT,gR KO samples is presented as the

mean and standard deviation. *P < 0.05 vs. WT.
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1

2

3 LEGENDS OF THE FIGURES

4

5

? Figure 1. 5-HT»gR depletion alters mouse incisor enamel structure formation.

8 Transverse sections of incisors were analyzed by SEM. In WT incisor (1A), decussating

?0 prisms formed rows (lamellae) parallel to the dentino-enamel junction (DEJ). Incisor enamel
1; in 5-HT,gR KO mice (1B) showed a thicker outer aprismatic zone than that in WT mice, and
13 lamellae displayed a 20-25° angle with the DEJ.

14

15

1? Figure 2. 5-HT,3R KO mice display structural alterations in the buccal cusp of the molar
18 enamel.

19 . . . . . .

20 In WT mice (2A), rods and interrods seen in the inner and outer prismatic enamel are

g; structural elements of the buccal tip of the cusp. The outer aprismatic border is thin. In the 5-

23 HT,5R KO mice (2B), the thickness of the outer prismatic enamel appeared significantly

24 .

25 increased.

g? In WT mice (2C), the inner prismatic enamel of the buccal enamel is formed by parazones

28 and diazones of the Hunter-Schreger (H-S) bands, which included one single rod. In the outer

2

38 prismatic enamel layer, rods were at right angles (arrow) with the enamel surface, Conversely

g; in 5-HT,3R KO (2D), the H-S bands of the inner prismatic enamel included helicoidally

33 twisted structures, formed by 2-3 rods. In the outer prismatic enamel layer, rods were bent

34 .

35 toward the tip of the cusp.

36

37

38 Figure 3. 5-HT»5R KO mice display enamel porosities more pronounced in female.

39 . . . . A, S

40 At higher magnification, WT male mice enamel (3A) exhibited dense structures and large

1; crystallites while 5-HT,gR KO male mice enamel (3B) presented numerous porosities and

43 thin crystallites. Compared to WT female enamel (3C), the 5-HT,5R KO female enamel (3D)

44 . . . . o .

45 displayed increased porosities and thin fibril-like crystallites form a network at the

is hypomineralized enamel surface.

48

gg Figure 4. Volume measurement and virtual reconstruction of mandibular first molar enamel

g; in WT and 5-HT,5R KO mice.

53 Micro-CT analysis indicated that the enamel volume of the first mandibular molars was
4 . . . . .

25 decreased in the 5-HT,5R KO mice compared to WT (4A). Three-dimensional images and

g? virtual sections of 5-HT,gR KO mice (4C) showed that the enamel surface appeared rough

58 and thinner compared to the WT (4B). The enamel cap in WT molars displayed a normal

59

60
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shape (4D), while the 5-HT,gR KO molars presented an increased dentin exposure due to

enamel abrasion (4E).

Supplementary Figure 1. Lingual molar enamel

Lingual molar enamel organization is less affected in the 5-HT,gR KO mice (5B, D) than in

WT (5A, C).
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8.3.2 Conclusion

Les résultats démontrent pour la premiere fois un role du récepteur 5-HT2B
dans la formation de ’émail. Les souris KO présentent des altérations de structure
3D et de minéralisation de I’émail tant au niveau de l'incisive (MEB) que de la
molaire (MEB et micro-CT).

Cette démarche a permis de corréler les techniques d’imagerie 3D (micro-CT)
et I'analyse structurale de I’émail avec les techniques "lourdes" d’histologie. L utili-
sation de I'imagerie pourra favoriser dans de futurs études 'analyse des altérations
de I’émail peu apres la naissance (premiére semaine et 3 semaines) et leur évolution
avec l’age.

La visualisation 3D en "volume rendering" des données obtenues par micro-CT
révele des différences qualitatives de forme et d’épaisseur de 1’émail entre les souris
R2B-KO et les WT (Figure 8.11). L’émail des molaires apparait plus irrégulier chez
les souris R2B-KO (Figure 8.11 A et B). Les vues occlusales montrent une ouverture
plus importante de la couronne formée par 1’émail (Figure 8.11 C et D) traduisant
une abrasion et une exposition de la dentine plus importantes chez les souris R2B-
KO. Les coupes virtuelles illustrées sur les vues de c6tés montrent une diminution
de I'épaisseur de I’émail chez les souris R2B-KO (Figure 8.11 A et B en bas).

La mesure des volumes de I’émail confirme les résultats qualitatifs. Les souris
R2B-KO ont en effet un volume d’émail de 30% (p < 0.005) inférieur a celui des
WT.

FIGURE 8.11 — Vue 3D en "volume rendering" de I’émaille de molaires de la mandibule

Les résultats obtenus en micro-CT ont été confirmés par I'analyse en micro-
scopie électronique a balayage qui a montré des anomalies significatives de la micro-
architecture de I’émail. L’ensemble de ces résultats suggere un role dans la morpho-
génese du tissu dentaire.
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9.1. Introduction

9.1 Introduction

La composition corporelle d'un individu peut étre décrite suivant différentes
échelles. En fonction du point d’observation et de la méthode d’investigation utilisée,
la composition du corps peut étre décrite a I’échelle du corps entier, de 1'organe, de
la cellule, de la molécule puis de I'atome. Cette classification des tissus biologiques
(Figure 9.1 (a)) est associée a des techniques d’investigation notamment par imagerie
(Figure 9.1 (b)) [Ellis, 2000] [Mattsson and Thomas, 2006].

Table 2. (a) Description level for body composition (after Wang er al 1992, 2005b).
(b) Mi hods to d ine the various components.

(a)

Atomic Molecular Cellular Tissueforgan Whole
body
N.Ca,P, S, | Minerals (bone, Extracellular Other tissues Lower
K.Na,CL | soft tissue), CHO|  solids (ECS) (bone, ....) limbs
H Protein Visceral organs
Extracellular
fluid (ECF) Bone
C Lipid Trunk
Cells Skeletal Upper
muscle limbs
0 Water Neck
(Adipocytes) | Adipose tissue
(AT) Head
(b)
Atomic Molecular Cellular Tissueforgan Whole
body
TBK, KxFFM, 3-methy! histidine.| eT; *Skinfold’,
TBK and TBK/FFM, Ultrasound,
TBN creatinine MRI
DEXA BIA
BIA = bioelectrical impedance analysis; inine = a skeletal le metabolite; CT =

computed tomography;, FFM = fat-free mass; K = potassium; TBK = iotal body potassium;
TBN = total body nitrogen; 3-methyl histidine = a skeletal muscle metabolite; MRI = magnetic
resonance imaging; ‘skinfold": see section 3.8.2,

FIGURE 9.1 — Classification multi-échelle des tissus du corps d'un individu (illustra-
tion modifiée a partir de [Mattsson and Thomas, 2006])

En respectant cette classification, on peut différencier les modalités d’image-
rie moléculaire (molécule) et anatomique (pour le corps entier et les organes). Les
deux échelles (corps entier et tissu) liées a I'imagerie anatomique sont cependant
tres vastes en terme de résolution d’investigation. Par exemple, ’étude de I'émail
des molaires de la mandibule de souris nécessite une résolution de 5um alors que la
mesure de la longueur de 'animal nécessite une résolution de 'ordre de 1mm.

Les problématiques qui utilisent 1'imagerie du petit animal comme un outil
d’investigation nécessitent bien souvent des informations a différentes échelles. Une
technique d’imagerie capable d’apporter ce type d’information est qualifiée de multi-
échelle. La tomographie par rayons X est une méthode multi-échelle puisque c’est la
seule modalité d’imagerie 3D offrant une plage de résolution comprise entre 30nm

176



CHAPITRE 9. ANALYSE COMPARATIVE A DIFFERENTES ECHELLES DE
DIFFERENTS SYSTEMES DE TOMOGRAPHIE X

et 2mm. Pour offrir cette plage de résolution, plusieurs appareils avec chacun leur
gamme de précision sont cependant nécessaires. Le micro-CT est plutdt dédié a
I’échelle des tissus entre 1um et 200u et le CT entre 100um et 2mm.

Notre objectif a été d’évaluer les performances et les limites de différentes tech-
nologies de tomographie X, CT médical, micro-CT in vivo et ex vivo et synchrotron,
pour I'imagerie du petit animal.

9.2 Démarche méthodologique

Cette étude a été réalisée avec trois objectifs distincts :

— la comparaison multi-échelle de plusieurs technologie d’imagerie par tomo-
graphie X

— le test des méthodes d’analyses des tissus adipeux et minéralisés en fonction
du matériel d’'imagerie

— I’étude multi-échelle et multi-site de 'impact dans le temps de I'ovariectomie
sur les os longs et les os plats

Evaluation multi-échelle de I’imagerie par tomographie X Dans cette étude
nous avons voulu comparer différentes échelles d’imagerie par tomographie X. Pour
cela nous avons analysé les mémes souris sur plusieurs appareils (CT et micro-CT)
avec des résolutions différentes, en corps entier puis sur des échantillons extraits
apres dissection.
Notre idée était de tester I'imagerie avec la meilleure résolution puis de la dégrader
en changeant les conditions expérimentales :

— échantillons de tissus minéralisés, ex vivo en micro-CT

— souris corps entier, tissus minéralisés, ex vivo en micro-CT

— souris corps entier, tissus adipeux, ex vivo en micro-CT

— souris corps entier, tissus minéralisés et adipeux, ex vivo en CT

— souris corps entier, tissus minéralisés et adipeux, in vivo avec anesthésie en

cT

— souris corps entier, tissus minéralisés et adipeux, in vivo souris vigile en CT

En parallele des acquisitions sur les souris, nous avons, a chaque acquisition,
numérisé un objet de test (fantdéme) dans l'objectif de caractériser des parametres
de performance de 'imagerie tels que le bruit relatif et le CNR (voir Chapitre 2).

Test des méthodes d’analyses d’image Les outils d’analyses des images tomo-
graphiques exposés dans les chapitres précédents ont été développées spécifiquement
par rapport a une problématique biomédicale et aux caractéristiques de la modalité
d’imagerie utilisée. Par exemple, les outils d’analyse des tissus adipeux ont été testés
pour des images de CT qui peuvent étre différentes des images micro-CT en terme
de résolution, contraste, d’échelle de valeur de gris ou encore de calibration des ni-
veaux de gris. Notre objectif a été d’utiliser les différents jeux de données de cette
études multi-échelle pour tester les outils d’analyses du tissu adipeux sur plusieurs
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appareils avec des mémes animaux.

Pour I'analyse des tissus minéralisés, nous avons mis en évidence au cours des
études décrites dans les chapitres précédents, que les outils qualitatifs tels que la
visualisation en "volume rendering" offrent une description globale d’un échantillon,
qui permet d’identifier et de mieux cibler les sites a analyser avec une échelle d’in-
vestigation plus précise. Dans ce sens, notre objectif a été d’étudier comment des
différences entre animaux visibles avec un micro-CT se traduisent dans des images
CT. Par exemple, nous avons voulu corréler 'appréciation qualitative de ’ostéopénie
visibles sur les membres inférieures d’une souris en CT avec I'analyse qualitative de
la micro architecture trabéculaire en micro-CT.

Etude multi-échelle des os plats aprés ovariectomie L’ovariectomie pra-
tiquée chez la souris permet de simuler certains des effets de la ménopause. Les
conséquences de la privation d’estrogenes sur le tissu osseux ont été essentiellement
étudiées ex vivo par différentes méthodes : histologie, densitométrie, imagerie tomo-
graphique par microscanner (microCT). Une majorité de travaux portent sur les os
longs (fémur, tibia, humérus) et les vertébres. Quelques rares études laissent penser
que la perte osseuse n’est pas équivalente entre les os longs et les os plats, tels les
os du crane. Par ailleurs, le déficit en estrogenes a d’autres conséquences sur l'orga-
nisme, dont une augmentation de la masse adipeuse.

Notre objectif a été d’étudier dans le temps les modifications morphologiques
des tissus minéralisés et adipeux chez des souris ovariectomisées par imagerie tomo-
graphique couplée a des analyses qualitatives et quantitatives.

L’exploration phénotypique du corps entier de la souris en CT permettra I’ana-
lyse du décours temporel de la déminéralisation du squelette. Elle sera complétée
par des analyses en micro-CT sur des os isolés, longs (tibia) et plats (calvaria).

Cette étude apportera des informations sur les périodes critiques d’ostéopo-
rose apres ovariectomie et sur les os les plus touchés. Les résultats permettront de
sélectionner les échantillons a analyser ultérieurement par histologie.

L’imagerie tomographique par scanner médical permettra d’analyser qualita-
tivement et quantitativement la distribution des tissus adipeux. Les résultats seront
comparés 1'évaluation par densitométrie (PIXIMUS). Cette étude apportera des in-
formations sur la répartition de la masse graisseuse a 1’échelle du corps entier de la
souris avec une précision et une rapidité d’examen sans équivalent avec les méthodes
classiques.

9.3 Protocole expérimental

Dans cette étude, nous avons utilisé 42 souris réparties en trois groupes (Ta-
bleau 9.1). Dans chaque groupe la moitié des souris a été ovariectomisée (OVX)
et l'autre moitié opérée mais sans ablation des ovaires (souris nommeées "sham' ou
WT). Les trois groupes différent par le temps post-opératoire. Dans le groupe J60,
les souris ont été élevée 60 jours apres leur opération. Les délais correspondants aux
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deux autres groupes sont de 45 et 21 jours.

sham/WT | OVX
J60 7 7
J45 7 7
J21 7 7

TABLE 9.1 — Description des groupes de souris

Des souris déja opérées ont toutes été recues depuis un laboratoire (Charles
River) suivant trois dates de livraison (Figure 9.2). Les 42 souris ont été sacrifiées,
conditionnées dans des tubes en plastique et congelées a une méme date avant d’étre
soumises a l'imagerie.

i

FIGURE 9.2 — Description des étapes de réception et d’élevage des différents groupes
de souris

Pour réaliser les expérimentations nous avons commencé par analyser des souris
corps entier ex vivo pour finir avec la plus petite échelle sur des pieces osseuses
obtenues apres dissection (Figure 9.3). L’ensemble des 42 souris corps entier et un
fantome de test ont été imagées sur deux CT (Siemens Flach CT 2 et Toshiba Aquilon
64). Six souris corps entier (1 WT et 1 OVX prélevées dans chaque groupe) ont été
analysées en complément avec 2 micro-CT (Viscom 8060 et Skyscan 1172) et un
appareil de DXA dédié au petit animal (PIXIMUS). Différentes piéces osseuses ont
été prélevées par dissection (calvaria, mandibule, tibia) puis imagées sur un micro-
CT haute résolution (Skyscan 1172). Enfin nous avons analysé deux mandibules sur
la ligne de tomographie ID19 du synchrotron de 'ESRF.

9.3.1 Description du fantome de test

Pour le contréle qualité des appareils d’imagerie médicale, il existe des fantomes
de calibration préts a l'utilisation. Nous n’avons pas utiliser un tel objet pour nos
expérimentations. Le fantome utilisé a été fabriqué a partir de tube en plastique, de
plexiglass et de PMMA. Le tube en plastique a servi de contenant, permettant de
créer des zones avec des milieux homogenes. Six morceaux de tube ont été remplis
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corps entler

FIGURE 9.3 — Représentation des étapes du protocole d’imagerie

avec de lair, de I'eau et de I'huile alimentaire (comme calibration des tissus adipeux).
Les six tubes ainsi formés ont été placés avec un septieme tube de PMMA (avec une
densité permettant une calibration des tissus minéralisés) au sein d’un cylindre de
plexiglass (Figure 9.2).

TABLE 9.2 — Illustrations du fantome de calibration utilisés pour les expérimenta-
tions

Ce fantome permet d’avoir des valeurs de références équivalentes a l'air, la
graisse, ’eau et 1'o0s.

9.3.2 Détails des acquisitions

9.3.2.1 Siemens Flash CT 2

Dans l'idée de trouver de parametres d’acquisition optimaux pour l'imagerie
in vivo, nous avons cherché a exploiter la rapidité d’acquisition de cet appareil, qui
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est est d’apres les données des différents constructeurs le scanner le plus rapide. Nos
choix ont été basés sur les criteres suivants :
— la vitesse d’acquisition
— lirradiation
— la qualité d’image en terme de contraste et de bruit
— la résolution (nous avons choisi la meilleure taille de pixel accessible avec
I'outil de reconstruction du scanner mais qui donne une image interpolée)

Nom de la séquence tension (kVp) | courant (mAs) | taille du voxel | Nbre de coupes
100-KV-01-0-6-B70S 100 540 0.1x0.1x0.1 17424
SOURIS-S1-0-6-B70S 100 540 0.1x0.1x0.15 11616
INCR-01-0-6-B70S 80 540 0.1x0.1x0.1 17061
| DE-0-6-D30S-80-140KV | 80 et 140 | 400 | 0.1x0.1x0.3 | 1563 ‘

TABLE 9.3 — Description des parametres d’acquisition sur le scanner Siemens Flash
CT 2

Lors de ces acquisitions, les tubes contenant les souris ont été alignés les uns
derriere les autres. Il a été possible de positionner I’ensemble des souris de deux
groupes et le fantome de test, c’est a dire 14 souris et le fantome de test (Figure 9.4
et 9.5).

FIGURE 9.4 — Exemple de vue de profil d'une acquisition réalisée avec 14 souris et
I'objet de test sur le scanner Flash CT 2

FIGURE 9.5 — Zoom sur la vue de profil d'une I'acquisition permettant de distinguer
la souris a l'intérieur du tube et 'objet de test derriere ce tube

L’acquisition "DE-0-6-D30S-80-140KV" est un test d’imagerie en mode Dual-
CT. Lors de cette acquisition les deux sources du scanner Flash CT 2 ont émis
chacune un faisceau de caractéristique en énergie différent. Ces faisceaux ont été
obtenus avec des tensions de 80kVp et de 100kVp. Cet essai avait pour but de tester
I'intérét du mode Dual-CT de ce scanner pour I'imagerie de la souris.

9.3.2.2 Toshiba CT Aquilon 64

Pour les acquisitions sur le scanner Toshiba Aquilon 64, nous avons cherché a
minimiser 'irradiation. Nous n’avons donc pas utilisé les mémes conditions expéri-
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mentales que celles décrites au Chapitre 7. Les parametres utilisés dans cette étude
pour le scanner Toshiba ont été les suivants : 135 kVp pour la tension, 400 mAs
pour le courant et une résolution de 0.1x0.1x0.3mm (environ 3000 coupes pour un
groupe de 7 souris). Nous avons réalisé les acquisitions en groupant les souris par 7
(1 groupe entier par acquisition) (Figure 9.6).

FIGURE 9.6 — Exemple de vue de profil d'une acquisition réalisée avec 7 souris et
I’'objet de test sur le scanner Toshiba Aquilon 64

9.3.2.3 Skyscan 1178

Le micro-CT Skyscan 1178 est un appareil dédié a I'imagerie in vivo chez
la souris ou le rat avec des résolution de 80um ou de 100pum. Lors de nos tests,
nous avons utilisé une tension de 65kV, un courant de 615mA, 3 projections radio
moyennées par orientations tous les 0.7° pour I'imagerie du corps entier de la souris.
Les acquisitions ont été réalisées une seule souris a la fois (Figure 9.7).

FIGURE 9.7 — Exemple de vue de profil d'une acquisition réalisée sur le micro-CT
Skyscan 1178

9.3.2.4 Viscom 8060 NDT

Le micro-CT Viscom 8060 NDT est un appareil congu pour des applications
industrielles de controle non destructif. Sa source X permet d’atteindre des tension
et des courant beaucoup plus important quun micro-CT dédié a I'imagerie du petit
animal. Pour nos tests, nous avons choisi de tirer partie de cette source pour avoir une
bonne qualité d’image. Les parametres que nous avons utilisé sont les suivants : 80 kV
pour la tension, 1250 pA pour le courant, 500 ms d’exposition pour chaque projection
et une rotation de 360° avec un incrément de 1°. Comme pour les acquisitions sur
le micro-CT Skyscan 1178, une seule souris a la fois a été imagée (Figure 9.8).
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FIGURE 9.8 — Exemple de vue de profil d'une acquisition réalisée sur le micro-CT
Viscom 8060

(b)
TABLE 9.4 — Illustration de coupes 2D extraites a partir de 3 acquisitions obtenues
sur le fantome de calibration : 'acquisition (a) a été réalisé avec une tension de 50kV
et un courant de 20004, et les acquisition (b) et (¢) avec une tension de 80kV et
un courant de 1250pA. Un filtre de molybden (Mo) a été utilisé pour I'acquisition

(c)

9.3.2.5 Skyscan 1172

Le micro-CT Skyscan 1172 a permis de réaliser des acquisitions ex vivo sur
les échantillons d’os isolés. Parmi les différentes pieces osseuses préparées lors de la
dissection (calvarias, mandibules, tibias), nous n’avons pas encore effectué toutes
les acquisitions. Seules le groupe des calvarias a pu étre analysé en totalité avec
les parametres d’acquisitions suivants : 80 £V et 100 pA, 100 ms d’exposition et
moyennage de 6 images pour chaque orientation tous les 0.5° et avec une résolution
de 8 um. L'imagerie a été réalisée avec 3 calvarias positionnées verticalement pour
chaque acquisition.

Nous avons prévu d’utiliser les parametres d’acquisitions suivants pour 'ima-
gerie des tibias : 60 £V et 100 pA, 400 ms d’exposition et moyennage de 6 images
pour chaque orientation tous les 0.7° et avec une résolution de 6.7um. Les parametres
d’acquisition pour les mandibules n’ont pas encore définis.
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9.3.2.6 Synchrotron ESRF

Deux mandibules ont été analysées sur la ligne de micro-tomographie ID 19
du synchrotron ESRF avec I'aide de Paul Tafforeau (chercheur en paléontologie a
I'ERSF et spécialiste de la tomographie synchrotron). Une des thématiques impor-
tantes de cette de ’équipe associée a cette ligne est 'analyse des tissus osseux. Les
possibilités d’analyses de cette ligne sont : un faisceau monochromatique, la tomo-
graphie locale, 'holotomographie, la reconstruction de phase uni-distance avec la
méthode de Paganin [Paganin et al., 2002].

Le faisceau monochromatique, permettant une analyse quantitative des densi-
tés minérales, est obtenu avec un monochromateur avec une structure multicouche en
silicium. En fonction de I'inclinaison dans le faisceau X, il est possible de sélectionner
par réflexion dans la multicouche une longueur d’onde et rendre ainsi monochroma-
tique le faisceau. Cette filtration engendre une forte atténuation de l'intensité du
faisceau et introduit des artefacts du aux défauts de la multicouche ("ring artefacts'
et variations basses fréquences visible sur la distribution des niveaux de gris).

Une autre approche consiste a utiliser un faisceau non monochromatique mais
avec une bande d’énergie étroite, ce faisceau est appelé "Pink Beam". Nous avons
utilisé un faisceau de ce type dont les caractéristiques ont été ajustées par simulation
du spectre en bout de ligne a l'aide du logiciel XOP (ESRF) par Paul Tafforeau.
La simulation a permis de mettre en évidence une configuration avec un ensemble
de différents filtres (cuivre, aluminium, molybden, ...). L’avantage de cette approche
est d’obtenir un faisceau quasi monochromatique tout en conservant la qualité du
faisceau en terme d’intensité et d’homogénéité.

Ce faisceau a été associé a une méthode de reconstruction de phase uni distance
avec la méthode Paganin. Contrairement a I’holotomographie [Cloetens et al., 1999
qui nécessite la combinaison d'une image d’absorption et de 3 ou 4 images de
contraste de phase, I'estimation de la phase induite par I'objet est calculée a partir
d’une seule image de contraste de phase. A partir d’'une seule acquisition, il est alors
possible d’obtenir une image en absorption avec une reconstruction classique et une
image de contraste de phase avec la méthode de Paganin.

Nous avons utilisé ces deux criteres pour I'imagerie de la mandibule avec une
résolution isotrope de 7.5um.

184



CHAPITRE 9. ANALYSE COMPARATIVE A DIFFERENTES ECHELLES DE
DIFFERENTS SYSTEMES DE TOMOGRAPHIE X

9.4 Etude comparative des différentes technolo-
gies d’imagerie

L’étude des différentes technologies d’imagerie a consisté dans un premier
temps, pour chaque type d’acquisition en corps entier a 1’évaluation de parametres
caractéristiques a partir des images du fantéme de test. Nous avons ensuite comparé
I'imagerie ex vivo sur piece isolée en micro-CT et en tomographie synchrotron.

9.4.1 Etude avec le fantome de test

A partir des images obtenues avec le fantome de test pour chacune de nos
4 acquisitions en corps entier, nous avons calculé le bruit relatif et le CNR (voir
Chapitre 2). Les mesures permettant ces analyses ont été effectuées sur des coupes
2D extraites du volume décrivant le fantome de test. Pour chaque acquisition, les
valeurs indiquées dans les tableaux suivant correspondent a la moyenne de la mesure
effectuée sur 5 coupes 2D réparties au sein du volume 3D.

9.4.1.1 Analyse du bruit relatif

Les valeurs de bruit relatif mesurées pour chacune des 4 acquisitions en corps
entier sont indiquées dans le Tableau 9.5. Ces valeurs ont été obtenues pour des
régions du fantéme de test correspondant a la graisse, a 'eau (représentatif des
tissus mous : muscles, foie, reins, ....) et a l'os.

Bruit | CT Siemens | CT Toshiba | Skyscan1178 | Micro-CT Viscom
Graisse 3. 7% 3.8% 14.8% 10.2%
Eau 3.2% 2.8% 13.1% 10.8%
Os 1.4% 1.1% 5.9% 7.3%

TABLE 9.5 — Valeurs de Bruit relatif mesurées a 'aide du fantéme de calibration

Ces résultats indiquent que le niveau de bruit est plus important pour les
micro-CT que pour I'imagerie CT. Pour chaque acquisition, le niveau de bruit semble
équivalent entre les régions de la graisse et de I’eau. On note cependant une légere
tendance pour 'acquisition sur le CT Toshiba, avec une valeur de bruit pljus faible
pour 'eau que pour la graisse.

9.4.1.2 Analyse du contraste

Le parametre de CNR permet 'appréciation du contraste entre deux types de
tissus tout en prenant en compte leur niveau de bruit. Nous avons mesuré le CNR
pour I’évaluation du contraste entre 'air et ’eau, entre la graisse et I’eau, entre 'os
et 'eau (Tableau 9.6).

[’analyse du contraste entre la graisse et ’eau doit permettre d’apprécier la ca-
pacité du systeme a distinguer les tissus adipeux et les musculaires. Ce parametre est
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Tissus CT Siemens | CT Toshiba | Skyscan1178 | Micro-CT Viscom
Air/Eau 24.9 18.9 7.6 8.6
Graisse/Eau 3.3 2.8 1.8 1.6
Os/Eau 41.7 46.1 12.1 7.3

TABLE 9.6 — Valeurs de CNR mesurées a l'aide du fantome de calibration

donc pertinent dans le cadre de I’étude de modeles animaux de 1’obésité nécessitant,
comme au Chapitre 7, 'analyse des tissus adipeux.

D’apres ces résultats, le scanner Flash CT 2 Siemens semble présenter le
meilleur compromis entre contraste et bruit pour l'analyse des tissus adipeux. Le
scanner Toshiba présente une valeur de CNR meilleure que les micro-CT mais plus
faible que le scanner Flash CT 2. On retrouve cette méme tendance pour les deux
autres types de contraste mesurés.

On peut noter que les appareils présentent des caractéristiques de CNR tres
différentes, surtout entre micro-CT et CT.

Que ce soit pour le bruit relatif ou pour le CNR, le micro-CT semble présen-
ter des performances moins favorables que le CT. Ces résultats doivent cependant
prendre en considération la résolution de ces imageurs. En effet, bien que la taille des
voxels soit approximativement la méme pour les 4 imageries, il existe des différences
en terme de résolution spatiale. La taille de voxel de 100 pm obtenue avec les scanner
CT est une résolution interpolée. Par exemple pour la dimension en "Z" le long de
I’animal, le "pitch" entre deux détecteurs est de 300 um, toute valeur plus fine dans
cette direction est donc obtenue par interpolation pendant la séquence d’acquisition
en hélice du scanner.

9.4.2 Imagerie ex vivo sur la mandibule

Nous avons choisi de comparer I'imagerie ex vivo sur piece isolée en utilisant
la mandibule de souris. Des images de mandibule ont été obtenues sur le micro-
CT Viscom 8060 et sur la ligne ID 19 du synchrotron de 'ESRF. Cette analyse
comparative basée sur les images 3D de ces acquisitions a été qualitative. Nous
avons utilisé le "volume rendering" en ajustant les fonctions pour obtenir pour chaque
acquisition le rendu le plus similaire possible. Un exemple de rendu 3D en "volume
rendering" est illustré sur la Figure 9.9.

La visualisation en "volume rendering" a été utilisé pour faire ressortir les dif-
férences de densité au sein de la dent. Bien que 'orientation de la coupe 3D ne soit
pas parfaitement identique entre les deux images, il est possible de les comparer. On
peut noter que I'image issue du synchrotron permet de distinguer clairement I’émail
de la dentine mais également la dentine du cément situé a la point de racines. Sur
I'image en micro-CT on distingue une différence entre 1’émail et la dentine mais pas
entre la dentine et le cément. Cet exemple illustre bien la différence de qualité entre
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micro-CT

synchrotron

FI1GURE 9.9 — Comparaison entre micro-CT et tomographie synchrotron avec une
image 3D de mandibule

I’acquisition micro-CT et celle en synchrotron.

En analysant plus en détail 'image micro-CT, on peut également voir que la
bordure de I’émail présente un gradient de densité, on peut distinguer un léger film
a la surface de ’émail. Cet artefact, non visible dans I'image synchrotron, peut étre
expliqué par la polychromaticité du faisceau utilisé en micro-CT.

Les images illustrées dans les figures suivantes ont été obtenues uniquement
avec le synchrotron. Elles permettent d’établir une référence en terme d’imagerie 3D
X de la mandibule.

Sur la Figure 9.10, la visualisation 3D a été obtenue en conservant a ’affichage
les tissus peut denses. On peut voir par exemple des restes de tissus mous qui n’ont
pas été enlevés lors de la dissection (en haut a gauche de 'image). L’orientation
de la coupe permet de voir la zone de formation de l'incisive et méme d’apprécier
comment se forme ce tissu minéralisé dentaire a croissance continue.

F1GURE 9.10 — coupe 3D de la mandibule avec visualisation des tissus mous et
minéralisés permettant de visualiser la zone de formation de l'incisive
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La Figure 9.11 montre deux coupes 3D de la mandibule, une passant par ’axe
des racines des molaires, et I'autre séparant en deux l'incisive. Sur l'image A, la
coupe au niveau de 1'os basale (os prinicipal de la mandibule avec une coupe située
autour de l'incisive) laisse entrevoir des ostéoplastes (petits points) et des canaux
sanguins ou nerveux.

FIGURE 9.11 — Vues 3D de la mandibule en coupe dans 1'axe des racines racines (A)
et au niveau du cément (B)

Les coupes obtenues sur la Figure 9.12 permettent d’apprécier l'intérieur du
canal pulpaire des 3 molaires de la mandibule.

La Figure 9.13 est une succession de coupe 3D perpendiculaires a l'axe des
racines des molaires. A mesure que les coupes s’approchent de la pointe de la racine
vers le cément on peut voir comment évolue l'interface entre la racine et 1’os alvéo-
laire qui I'entoure. Au niveau du cément on distingue une surface "picotée" laissant
imaginer les liaisons entre les différentes tissus (vasculaires, ...).
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FIGURE 9.12 — Vue 3D en coupe du bloc molaire de la mandibule permettant de
distinguer clairement I’émail, la dentine, la canal pulpaire, le cément et ’os alvéolaire

En isolant les deux premieres molaires, le rendu 3D peut étre focalisé sur
I’anatomie de la dent. La Figure 9.14 illustre différents rendus permettant d’analyser
qualitativement la forme de ’endodonte (canal pulpaire), la répartition de 1'émail,
de la dentine et du cément.

Les vues 3D de la Figure 9.15 présentent des coupes des deux premieres mo-
laires perpendiculairement a l'axe des racines. Elles permettent de distinguer la
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FiGURE 9.13 — Vues 3D de la mandibule avec des coupes successives depuis les
pointes des cuspides jusqu’a la base des racines

grande homogénéité du tissu dentinaire et la porosité de la zone du cément.

Ces images obtenues a partir du synchrotron sont tout a fait comparables a des
images obtenues en histologie avec la microscopie électronique a balayage. La grande
qualité de l'acquisition permet d’avoir avec une imagerie a 7.5 um une imagerie de
la mandibule. L’apport de 'information de phase permet de renforcer les interfaces
et rendre ainsi visibles des structures telles que les ostéoplastes. La visualisation
de ces fines structures n’est pas possible avec le micro-CT. De plus la Figure 9.9
montre que I'imagerie micro-CT ne permet pas de distinguer de faibles différence de
minéralisation comme le permet le synchrotron.
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FIGURE 9.14 — Vues 3D des deux premieres molaires de la mandibule avec des rendu
différents permettant de distinguer 'anatomie de la molaire

FIGURE 9.15 — Vues 3D des deux premieres molaires avec des coupes successives
depuis les pointes des cuspides jusqu’a la base des racines
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9.5 Test des outils d’analyse d’image

9.5.1 Comparaison entre les techniques d’imagerie en corps
entier

Les souris n°7 de chaque groupe ont été analysés en imagerie corps entier en
CT et en micro-CT. La Figure 9.16 permet de comparer ces 4 acquisitions.

Skyscan 1178 " Viscom 8060

Micro-CT

Flash CT2

CT

FIGURE 9.16 — [llustration de la comparaison de 4 tomographes avec la visualisation
d’une coupe 2D extraite entre les vertebres L5 et S1 de la souris n°7 du groupe
J60-W'T

Comme ’a montré 'analyse du fantome de test, les images en micro-CT
semblent plus bruitées. On distingue de plus des 'ring artefacts' sur 'image du
Skyscan 1178. Cependant, les images CT montrent clairement moins de détails au
sein de I'abdomen. Ces images présentent surement un meilleur CNR mais disposent
d’une résolution spatiale inférieure au micro-CT.
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9.6 Perspectives

Cette étude n’a pas pu étre terminée et de nombreux travaux complémentaires

doivent étre effectués afin de répondre aux trois objectifs proposés :

— concernant le test des outils d’analyse d’images développées notamment pour
I’analyse des tissus adipeux, nous devons tester les outils sur les données de
souris imagées en corps entier sur les quatre scanners (2x CT et 2x micro-CT)

— nous devons tester si le déficit en minéralisation visible avec le volume ren-
dering est reproductible entre CT Toshiba et CT Flash

— il serait intéressant de tester si le déficit en minéralisation visible avec le
volume rendering est bien correlé avec 'analyse de la structure osseuse avec
une plus faible résolution. Cette étapoe nécessite cependant des acquisitions
de données supplémentaires

— afin d’apporter des éléments de résultats sur la problématique biomédicale
liée a I'analyse multi-échelle des os apres I'ovariectomie, nous devons terminer
les acquisitions sur les tibias de souris en micr-CT ex vivo
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10.1. Introduction

10.1 Introduction

Chez ’humain, 'exposition des patients a des rayonnement ionisants est consi-
déré avec une grande attention. L’enjeux principal de I'imagerie C'T n’est plus 'amé-
lioration de la rapidité des scanners ou de la qualité des images mais la réduction
de la dose délivrée au patient lors de I'acte d’imagerie. En routine clinique on choisi
d’appliquer le principe de précaution ALARA ("As Low As Responsible Achievable").
En effet I'irradiation induit des risques pathologiques trés complexes a prévoir, c¢’est
pourquoi on préconise une exposition minimale du patient.

En recherche biomédicale, 1'utilisation de I'imagerie par tomographie X chez
la souris souleve des questions quant aux effets des rayonnements. L’effet des radia-
tions recues lors d’un acte d’imagerie ne doit pas interférer avec ’étude en cours. Par
exemple en cancérologie, I'imagerie ne doit pas induire I’équivalent d’un traitement
de radiothérapie. A défaut de pouvoir étudier directement les effets radiobiologiques,
il est indispensable de pouvoir évaluer la dose délivrée a la souris et a chacun de ses
organes. Cependant, il existe relativement peu d’études portant sur 1’évaluation de
la dose en micro-CT.

La dose est donc un critére important pour I’évaluation et la comparaison des
tomographes. C’est dans ce contexte que nous avons réalisé une étude expérimentale
de dosimétrie avec une méthode standard puis avec une méthode originale par RPE
encore jamais utilisée chez le petit animal.

10.2 Radiobiologie : effets biologiques des rayon-
nements

Les rayonnements ionisants peuvent causer des dommages dans les tissus bio-
logiques. Leur action est soit directe, les cellules sont endommagées directement par
le rayonnement, soit indirecte, les tissus sont endommagés par les radicaux libres
générés par les interactions ionisantes.

Les dommages cellulaires peuvent étre assimilés et réparés dans une certaine
mesure par le corps de I'individu. Pour ’homme comme pour le petit animal, il existe
un seuil a partir duquel les effets de l'irradiation sont irréversibles, on parle d’effets
déterministes. Ces dommages, dont I'ampleur dépend de la quantité de rayonnement
recue, peuvent induire dans un court délai une modification de la formule sanguine,
une perte de cheveux (ou de poils), une nécrose des tissus ou encore une cataracte.

Par opposition aux effets déterministes, les effets stochastiques sont des effets
a long terme. La probabilité de contracter une maladie est liée a la quantité de
rayonnement regue des années auparavant. Des leucémies ou des cancers sont des
maladies susceptibles d’apparaitre plusieurs années apres une irradiation. Bien que
plusieurs modeles de ces effets existent, il n’existe encore aucun consensus quant aux
conséquences de ’exposition a de faibles irradiations.

La quantité d’énergie déposée par unité de masse par le rayonnement ionisant
est une dose d’irradiation absorbée. L'unité de dose est le gray (Gy) qui équivaut a
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la quantité de rayonnement requise pour qu’'une énergie de 1 Joule (J) soit absorbée
dans 1 kilogramme de matieére :

1Gy =1J/Kg (10.1)

A titre d’exemple, lorsque 1 Kg d’eau est irradiée avec 1 Gy, I'eau absorbe 1 joule
et sa température augmente de 0.00024 °C.

La dose absorbée permet de définir la quantité physique d’énergie déposée par le
rayonnement dans la matiere mais n’en reflete pas les effets. Le type de rayonnement
(X, v, particules, ...), le spectre en énergie, la nature des tissus irradiés (poumon, os
, cerveau, thyroide, ...) sont parmi les facteurs qu’il faut prendre en compte afin de
définir les dommages éventuels.

Un facteur de pondération w, est défini pour corriger la valeur de dose absorbée
D afin de prendre en compte la nature du rayonnement. La dose ainsi corrigée est
une dose équivalente H qui est exprimée en Sieverts (Sv) :

H = D, (10.2)

Le facteur de pondération w, est de 1 pour les rayons X ou -, mais il peut prendre
une valeur de 20 pour les rayonnements «. Les valeurs de ce coefficient suivent la
tendance suivante :

W~ < Wp < Wy < Wneutrons < Wa < Wionslourds (103)

La nature des tissus est prise en compte au travers de la dose efficace (E)
exprimée également en sieverts. La dose efficace correspond a la dose équivalente
corrigée par un facteur de pondération (w;) qui reflete la sensibilité des tissus au
rayonnement :

E = Huwy (10.4)

Si lors d’une méme irradiation, plusieurs organes sont visés, la dose efficace corres-
pond a la somme des doses efficaces pour ces différents organes. L’équation 10.5
donne I'exemple d’'une irradiation du cerveau et de la thyroide.

E = Hcerveawwcerveau + chyro'ide-wthyroi'de (105)

Selon la commission internationale de protection radiologique (CIPR), les coeffi-
cients de pondération pour les différents organes du corps humain sont les suivants
[Valentin, 2007] :

Plusieurs sources d’exposition a des faibles doses peuvent étre décrites dans
notre environnement. Il existe dans la nature des sources de rayonnement naturelles,
telles que le rayonnement cosmique ou celui émis par le Radon que 'on trouve
dans les régions Bretagne et Auvergne. Les actes de radiologies qui utilisent des
rayonnements X sont des sources artificielles de faibles doses. Trois modeles sont
utilisés afin de prédire les effets de ces faibles doses (Figure 10.1).
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Tissu ou organe w; d’apres la CIPR 2007
Gonades 0.08
Moelle osseuse rouge 0.12
Codlon 0.12
Poumon 0.12
Estomac 0.12
Sein 0.12
Foie 0.04
Oesophage 0.04
Thyroide 0.04
Peau 0.01
Surface des os 0.01
Glandes salivaires 0.01
Cerveau 0.01

TABLE 10.1 — Coeflicients de pondération préconisés par la CIPR en 2007 pour les
différents organes du corps humain

Risgue de maladie Risque de maladie Risque de maladie
h A

|/

Dose Dose Dose

F1GURE 10.1 — Modele prédictif de pathologies liées a une irradiation

Parmi ces trois modeles, aucun n’est reconnu comme modele de référence. Le
premier indique un effet négatif des les plus basses irradiations, le second indique un
effet seuil en dessous duquel aucun effet n’est constaté et enfin le troisieme indique
un effet bénéfique de l'irradiation en dessous d’un certaine valeur.

En l'absence de consensus, le premier modele est privilégié par principe de
précaution (principe "As Low As Responsible Achievable' : ALARA).

10.3 Méthodes d’évaluation de la dose

10.3.1 Evaluation de la dose par simulation

Des méthodes de simulation permettent de modéliser la trajectoire et 'inter-
action des particules dans la matiere. Elles permettent ainsi de calculer la dose.
C’est. par un approche statistique que les lois régissant les interactions entre les
¢lectrons et les photons avec la matiere peuvent étre modélisées. Les méthodes sta-
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tistiques de Monte Carlo, permettant entre autres de décrire des processus naturels,
biologiques ou bien physiques, sont a la base de code de calcul pour la simulation
de dose. Parmi les codes de calcul développés, on retrouve :

— EGS (Electron Gamma Shower) permet la simulation de dose pour des
hautes énergies de particules. Ce code dans sa version 4 est aujourd’hui
la référence pour les calculs de dose en radiothérapie.

— MCNP (Monte-Carlo Neutron Photon) permet la simulation des trajectoires
des particules neutres (photons et neutrons), des électrons (positifs et néga-
tifs) et de certaines particules lourdes chargées [Breismeister, 2000].

— PENELOPE simule les cascades électron-photon pour un domaine d’énergie
allant de 1 KeV (100 eV pour les électrons et positrons) a quelques centaines
de MeV dans des matériaux de base dont le numéro atomique est compris
entre 1 (hydrogene) et 98 (californium).

— GEANT (GEometry ANd Tracking) a été développé par la communauté de
physique des hautes énergies au CERN(Centre Européen pour la Recherche
Nucléaire) depuis plus de 25 ans. Sa version la plus récente GEANT4 est
tres générique. Elle permet de simuler une tres large gamme de modeles
physiques, pour de nombreuses particules et de nombreuses énergies.

— le projet GATE

Le projet GATE a été initié en 2001 par une communauté de scientifique fran-
cais dans I'objectif de développer une plateforme dédiée aux simulations Monte Carlo
en médecine nucléaire. Le code GATE dans sa version V6 est un code spécifique ba-
sée sur GEANT4 qui supporte la simulation numérique pour la tomographie par
émission (PET et SPECT), la tomographie par transmission (CT)et la radiothéra-
pie [Jan et al., 2011].

GATE, soutenu aujourd’hui par une large communauté internationale, est devenu

un outil incontournable pour le développement des matériels d’imagerie médicale,
I'optimisation des protocoles d’acquisitions et le développement et 1’évaluation des

méthodes de reconstruction tomographique. Il est également utilisé pour le calcul de

dose par simulation [Visvikis et al., 2006] [Ferrer et al., 2007] [Taschereau and Chatziioannou, 200
[Thiam et al., 2008] qui peut étre basée sur des géométries simples, sur des fantomes

(modeles simplifiés du corps) ou sur des données réelles.

La simulation basée sur les données réelles consiste a introduire en entrée du
code de calcul des données volumiques acquises en tomographie X. Les valeurs d’at-
ténuation sont converties et prises en compte dans la simulation pour chaque voxel.
Le module tHis, développé initialement au Creatis et intégré dans GATE V6, se base
sur les valeurs Hounsfield (HU) pour définir les propriétés des matériaux simulés.
L’avantage de cette méthode est d’étre spécifique au patient.

10.3.2 Méthodes de mesure de la dose

La chambre d’ionisation Le principe de la chambre d’ionisation est de détecter
les électrons générées dans un milieu soumis a un rayonnement ionisant. Le milieu
contenu dans la chambre est gazeux pour la plupart des ces détecteurs. Sous 'effet
d’un champ électrique, les électrons et les ions induits par l'irradiation ne peuvent
se recombiner et diffusent vers les électrodes. Ces charges induisent des courants
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qui sont détectés et convertis en signal électrique (Figure 10.2). Dans un cas idéal,
I'intensité de ce courant est proportionnelle au nombre de particules ayant interagies
dans le milieu gazeux. Ce type de détecteur présente un bonne linéarité de mesure
de dose.

1 N

Source == l

de radiationg é é é é
- : N\

Chambre !—I—l l

a ionisation

+

FIGURE 10.2 — Schéma d’une chambre d’ionisation

Le film radiologique Le film radiologique est constitué de grains de bromure
d’argent (A,B,) qui sont fixés en atomes d’argent sous l'effet d’un rayonnement io-
nisant. Comme pour un film photographique, il doit ensuite subir un développement
physico-chimique. Cette étape permet de révéler un noircissement du film qui reflete
la dose absorbée. Afin d’obtenir une valeur quantitative de la dose, la densité optique
du noircissement est mesurée a 1’aide d’un photodensitometre.

Le film radiologique est fréquemment utilisé pour I’homme, en particulier pour
la mesure de dose en radiothérapie. Néanmoins, ils ne sont pas équivalent tissu et
leur réponse a la dose n’est pas linéaire (courbe en "S"). La densité optique dépend
de I'énergie des photons, ce qui provoque une sur-réponse aux basses énergies. Il a
également été rapporté une variation de la densité optique en fonction du débit de
dose [Djouguela et al., 2005][Martens et al., 2002].

Le film radiochromique Le film radiochromique ne nécessite pas de développe-
ment. Il est constitué de couches actives qui induisent un changement de couleur du
film sous l'effet du rayonnement ionisant. La dose est alors directement évaluée par
la mesure de la transmission lumineuse a ’aide d’un photodensitometre.

La plage d’utilisation de ces films est linéaire entre 0.5 Gy et 2055 Gy, et
contrairement au film radiologique, ils sont équivalent tissu. Cependant ils sont sen-
sibles a la température pendant et apres 'irradiation et montrent une augmentation
de la densité optique avec le temps. La mesure de dose doit étre effectuée rapidement
apres lirradiation [Klassen et al., 1997][Bazioglou and Kalef-Ezra, 2001].

Les dosimeétres thermoluminescents (TLD) Le dosimeétre, souvent constitué
de fluorure de lithium (L;F'), émet un rayonnement lumineux lorsque il est chauffé.
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La mesure de la dose est effectuée par mesure de la lumiere émise qui est propor-
tionnelle a la dose absorbée.

Comme pour les films, plusieurs étapes sont nécessaires pour la mesure de
dose : étape d’enregistrement de la dose dans le champ d’irradiation puis étape de
lecture de la dose absorbée par le dosimetre. De plus, I'étape de lecture implique
de préchauffer puis de chauffer et enfin de vider ’échantillon et ne permet pas de
mesures a dose a posteriori.

Le L;F présente I'avantage d’avoir un numéro atomique proche de celui des
tissus. La plage de linéarité pour la mesure de dose est entre 107° et 10% Gy avec
une reproductibilité jusqu’a 2 %.

Dosimeétre a luminescence optiquement stimulée (OSL) Le principe de
fonctionnement de ce dosimetre est similaire a celui du TLD sauf que la luminescence
nécessaire a la lecture de la dose est stimulée optiquement. Contrairement au TLD
la facilité de contréle de la source d’excitation permet de lire et de conserver une
grande partie de l'information au sein du matériau. L’OSL autorise donc la relecture
du dosimetre.

Ces dosimetres sont tres répandues : chaque mois plus de 1300000 personnes portent
ces dosimetres dans le monde.

_ © canoen
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. . Pkl .
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FI1GURE 10.3 — Principe de fonctionnement du dosimetre de type OSL

La diode silicium Une diode silicium contient un substrat de type p avec des
trous majoritaires et un substrat de type n avec des électrons majoritaires. Lors de
l'irradiation les paires électrons/trous sont générées et collectées, ce qui induit un
courant électrique.

La diode silicium est le composant essentiel des dosimetres opérationnels, tres
utilisés en dosimétrie médicale. Ils permettent une lecture quasi immédiate de la
dose. Mais ils sont cependant peu sensibles aux rayonnements de faibles énergies
(inférieure a 50 KeV).

Les MOSFETs Le MOSFET (Metal-Oxide Semiconductor Field Effect Transis-
tor) est un transistor a effet champ. Comme tous les transistors, le courant qui le
traverse peut étre modulé par le signal appliqué a son électrode centrale nommée
grille. Sous l'effet d’un rayonnement ionisant les charges induites sont piégées dans
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la grille ce qui entraine une modification de la tension de seuil du transistor qui est
proportionnelle a la dose absorbée.

La réponse a la dose est linéaire entre 20 mGy et 4 Gy [Halvorsen, 2005]. Il
existe des dosimetres a base de MOSFET dont la lecture est possible a distance
(dosimetre sans fils).

10.4 Imagerie du petit animal et dosimétrie

Différentes méthodes de dosimétrie ont été utilisées pour évaluer la dose déli-
vrée lors d'un acte d’imagerie de type micro-CT .

Des mesures directes du débit de dose dans le champ d’irradiation ont été effec-
tuées avec une sonde a chambre a ionisation [Goertzen et al., 2002] [Cavanaugh et al., 2004]
[Klinck et al., 2008] ou avec des dosimetres de type MOSFET [Badea et al., 2008].
Dans les deux cas la mesure est effectuée dans le champ d’irradiation a l'intérieur
d’un fantéme représentant le corps de la souris dans les conditions d'un acte d’ima-
gerie. Ce type de mesure permet une évaluation du débit de dose dans la zone a
imager mais pas directement de la dose regue par I’animal.

Un autre type de mesure a l'aide de "Thermo Luminescent Dosimeter" (TLD)
permet une mesure de la dose dans des régions d’intéréts. Les TLD sont placés
ex vivo dans des zones d’intérét dans le corps de 'animal avant le scan, puis sont
retirés afin de procéder a la mesure [Obenaus and Smith, 2004] [Carlson et al., 2007]
[Figueroa et al., 2008]. Cette méthode est réalisée ex vivo et nécessite un protocole
de calibration complexe et une sélection des TLD en fonction de leur précision.

Pour le petit animal, les méthodes d’évaluation par calculs et par simulation ont
également été employées pour la dosimétrie d'un acte d’imagerie [Zhou and Boone, 2008].
Ces méthodes de calculs sont basées sur des codes calcul de type Monte Carlo
[Boone et al., 2004]. Elles permettent une simulation basée soit sur un fantéme sim-
plifié de la souris [Taschereau et al., 2006] soit sur I'image 3D obtenue par imagerie
CT ("Voxel Based Simulation") [Stabin et al., 2006] [Bitar et al., 2007] [Taschereau and Chatziioannou,

10.5 Dosimétrie expérimentale avec chambre d’io-
nisation lors d’un examen de micro-CT

Nous avons voulu quantifier I'irradiation que subit un échantillon lors d’un
examen d’imagerie 3D en micro-CT. Des mesures de dose ont été réalisées avec une
chambre d’ionisation afin d’évaluer la dose recue par un échantillon lors d’'un scan
3D utilisant le micro-CT Viscom 8060. Cette étude a pu étre réalisée dans le cadre
d'une étude de faisabilité visant a utiliser I'imagerie tomographique a rayons X du
foetus de rat dans les études de toxicologie/tératologie (Figure 10.4).

Pour valider 'intérét du micro-CT par rapport aux techniques de références

utilisées en tératologie (transparisation, étude en microscopie avec alizarine ...), les
criteres d’évaluation ont été basés sur la qualité des images 3D, la capacité a détecter
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Images de microscopie aprés préparation a l'alizarine Images 3D a partir du micro-CT
L

FI1GURE 10.4 — Mlustration de la problématique visant a remplacer les méthodes
optiques par le micro-CT dans les études de tératologies. Images obtenues en mi-
croscopie avec préparation a l'alizarine (a gauche) et images 3D obtenues apres
numérisation sur le micro-CT Viscom 8060 (a droite) sur des foetus de rat

les structures en cours de minéralisation, sur le temps d’acquisition et de traitement
des données mais aussi sur la dose absorbée par ’échantillon pendant 'imagerie.
C’est dans cette optique que nous avons effectué des mesures de dose dans le faisceau
d’irradiation dans les conditions utilisées pour 'imagerie 3D.

10.5.1 Protocole expérimental
10.5.1.1 La chambre d’ionisation

Nous avons utilisé une sonde a chambre d’ionisation qui permet d’obtenir deux
informations : une mesure continue de la valeur de débit de dose et une mesure de
la dose absorbée (intégration de la mesure de débit de dose sur la durée d'une
acquisition). La forme de cette sonde est de type crayon (Figure 10.5).

F1GURE 10.5 — Chambre a ionisation de type crayon pour la mesure d'un débit de
dose

10.5.1.2 Irradiations avec le micro-CT VISCOM 8060

Les mesures de dose ont été réalisées pour des acquisitions 3D sur le micro-
CT VISCOM 8060 avec les parametres mis en évidence pour I'imagerie des foetus.
Afin d’obtenir la meilleure résolution, la position de 1'objet au sein de ’ensemble
source/détecteur a été choisie en ajustant au mieux la taille de I’échantillon sur
le champ de vue. La diminution de la distance entre 1'objet et la source permet
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d’augmenter la magnification (et la résolution) mais implique une dose délivrée plus
élevée puisque la dose varie en fonction du carré de la distance source/objet.

Un des objectifs lors des tests d’imagerie était de mettre en évidence des para-
metres d’acquisition pouvant étre mis en pratique sur d’autres appareils. Des tests,
d’abord réalisés pour I'imagerie d’un foetus, ont permis d’isoler certains parametres
d’acquisitions comme le courant, le temps d’intégration, le nombre d’images moyen-
nées par pas de rotation ou encore 'angle total de rotation. La liste des acquisitions
réalisées pour les tests de mesure de dose et les parametres correspondants sont
indiquées dans le Tableau 10.2.

Acquisition| Tension Courant Temps | Pas de | 180/360 Nombrel Durée
(kV) (1A) d’in- rota- de
tégra- | tion frames
tion
Sonde 1 60 450 2000ms| 0.5° 180° 1 1455sec
frame
Sonde 2 50 450 2000ms| 1° 180° 1 726sec
frame
Sonde 3 60 450 2000ms| 1° 180° 1 T26sec
frame
Sonde 4 40 450 2000ms| 1° 18°0 1 726sec
frame
Sonde 5 30 450 2000ms| 1° 180° 1 T26sec
frame

TABLE 10.2 — Parametres des acquisitions réalisées avec le micro-C'T VISCOM 8060

10.5.2 Reésultats des mesures de dose

Les résultats de dosimétrie obtenus avec la chambre d’ionisation montrent une
augmentation la dose absorbée et du débit de dose en fonction de la tension d’accé-
lération de la source X (Figure 10.6).

Les relevés réalisés lors de cette expérimentation correspondent a des valeurs
de dose assez élvées. Par exemple, a 60 kV la dose de I'’examen 3D correspond a la
moitié de la dose LDsq/50 (dose évaluée a 5Gy pour laquelle 50% des souris meurent
apres 50 jours). La mesure la plus basse (pour 30 kV') est légérement inférieure a
1Gy.

Les parametres choisis pour cette expérimentation sont pertinents au regard
de la qualité de I'image mais semblent induire en retour une irradiation trop élevée.
Dans le cadre d’une étude longitudinale, ces parametres ne pourraient pas étre utilisé
pour I'imagerie in vivo.

10.6 Autre méthode : dosimétrie par RPE

La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une technique de mesure
physique par spectroscopie permettant ’analyse des systemes paramagnétiques, c’est
a dire ayant au moins un électron non apparié. Ces systemes correspondent a des
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FIGURE 10.6 — Résultats des mesures de dose avec variation de la tension entre 30

et 60 kV

métaux de transition, des sels ou encore des radicaux libres. Parmi les applications
importantes de la RPE, on trouve : I'analyse des métaux de transition, la data-
tion archéologique, la dosimétrie et 'analyse des radicaux oxygénés dans des tissus
biologiques vivants (in vitro et in vivo).

10.6.1 Principe de la RPE

La RPE est une technique proche de la résonance magnétique nucléaire (RMN).
La RMN repose sur I’étude des spins des protons tandis que la RPE concerne 'ana-
lyse des spins des électrons.

L’électron a un mouvement de rotation sur lui-méme caractérisé par le nombre
quantique de spin S. En général les électrons forment dans les atomes des paires de
spins opposés de tel sorte que le moment magnétique total soit nul. Dans le cas le
plus simple et le plus général, les électrons non appariés ont un spin de % Selon Deffet
Zeeman, les électrons soumis a un champ magnétique peuvent prendre les valeurs
propres de spin +% ou —% correspondant aux deux orientations possibles du spin
dans un champ magnétique : parallele ou anti-parallele (Figure 10.7). A ces deux
orientations correspondent deux valeurs de niveaux d’énergie : le niveau avec le spin
—% a une énergie plus basse que celui du spin —i—%.

Une transition entre ces deux niveaux d’énergie est possible si la condition de

résonance suivante est respectée :
hv = gup B, (10.6)

avec v la fréquence de résonance, h la constante de Planck, g le "facteur g' qui est
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FIGURE 10.7 — Organisation des niveaux d’énergie pour un spin électronique s =
en présence d’un champ magnétique

1
2

approximativement égal & 2 pour un spin % et g le magnétron de Bohr. Il faut

2
remarquer que dans cette formule la relation entre le champ magnétique B et la

fréquence de résonance est linéaire.

Le principe de la RPE consiste a induire puis analyser une transition entre ces
deux niveaux d’énergie. Cette transition est provoquée par I’absorption d'une onde
hyperfréquence (micro-onde). Les fréquences utilisées et les bandes correspondantes
sont illustrées dans le tableau 10.3.

Bande | Champ magnétique | Fréquence (GHz)
L 43 mT 1.2
S 114 mT 3.2
X 336 mT 9.4
K 892 mT 25
Q 1.249 T 35

TABLE 10.3 — fréquences de la micro-onde utilisées en RPE pour forcer une transition

La détection de I’absorption de cette micro-onde donne l'information de la
quantité de spin. La dérivée de cette absorbance est le signal RPE (Figure 10.8).

Chaque espece radicalaire a une signature RPE spécifique, qui dépend de sa
nature mais également de son environnement. Le signal RPE est caractérisé par sa
largeur pic a pic 0 H, 'amplitude pic a pic A et la valeur de la fréquence de résonance
H, (Figure 10.9).

206



CHAPITRE 10. IRRADIATION INDUITE LORS D’'UN ACTE D’IMAGERIE EN
TOMOGRAPHIE X

v =9388.2 MHz

Absorbance

Signal

First Derivative

3346 3348 3350 3352 3354
Magnetic Field Strength (G)

F1GURE 10.8 — Signal de I’absorbance et sa dérivée qui constitue le spectre RPE
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F1GURE 10.9 — Caratéristiques d’un spectre RPE

L’amplitude A est proportionnelle a la quantité de spins dans la zone d’analyse.
Elle permet donc d’avoir une mesure quantitative tres précise du nombre de radicaux
libres.
A titre de comparaison avec la RMN, le moment magnétique de 1’électron est 658
plus fort que celui d’'un proton. En conséquence, la puissance du champ magnétique
externe nécessaire a la séparation des états de spins en deux énergies est 658 fois
plus faible que pour les protons. Pour une fréquence de micro-onde de 200 MHz, le
champ magnétique nécessaire en RMN serait de 4.7T alors qu’en RPE il suffit d'un
champ magnétique de 7 mT. De plus, les temps de relaxation 7% et T, qui varient
entre 1.0 et 0.1 sec pour la RMN, sont compris entre 5 us et 10 ns pour la RPE.
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10.6.2 Dosimétrie RPE dans les tissus biologiques

La dosimétrie par RPE est basée sur 'analyse des radicaux libres de tres
longues durée de vies, créés par un rayonnement ionisant dans la matrice des dents,
des os, de la kératine des ongles et dans les cheveux. Lors des interactions avec la ma-
tiere, les rayonnements ionisants induisent la création d’especes chimiques avec des
électrons non-appariées. Ces especes chimiques qui sont des radicaux libres sont gé-
nérés en quantité proportionnelle a la dose d’irradiation. Dans les systemes aqueux,
ces radicaux réagissent immédiatement avec le milieu environnant et disparaissent.
Cependant il est également possible qu’ils soient rendus stables indéfiniment si ils
sont générés dans certains tissus biologiques appropriés : c’est le cas de I'hydroxy-
apatite qui est le composant minéral des dents et des os. Lors de l'irradiation,
les impuretés carbonate présentent au sein de la structure cristalline d’hydroxy-
apatite sont converties en radical CO; qui reste figé au sein de la matrice indéfi-
niment [Lund et al., 2002] [Orsega and Corvaja, 1977] [Ovenall and Whiffen, 1961]
[Supe et al., 1986]. Ce phénomene, identifié dans les dents et 1’os depuis plus de 50
ans [Gordy et al., 1955] [Swartz et al., 1965], a été utilisé avec succes pour la mesure
de dose rétrospective.

Cette méthode a d’abord été mise en oeuvre sur des pieces isolées telles que
des os ou des dents. La dent est un site privilégié car les électrons non-appariés
présents dans I’émail (composée a plus de 95% d’hydroxyapatite) y présentent une
grande stabilité. Outre le fait d’offrir le signal RPE le plus intense, I’émail est le
tissu biologique qui a la meilleure réponse de la dose absorbée : loi linéaire entre 10
mGy et 10 kGy (Figure 10.10). L’émail constitue donc la meilleure sonde de mesure
biologique existante.

Dans les nombreuses études qui portent sur I’évaluation de la dose chez des pa-
tients apres des accidents nucléaires, les doses mesurées peuvent atteindre quelques
dizaines de Gy. Dans ces études, la sensibilité moyenne de mesure de la dosimétrie
par RPE est de 0.5 Gy. En utilisant ’émail comme sonde de mesure,???? ont rap-
portés une sensibilité de 0.1 Gy. Avec le développement récent d’appareils RPE plus
basses fréquences pour la mesure in vivo, des études ont pu étre menées sur des
patients et non plus sur des échantillons isolés [Schwarz et al., 2010]. Ce protocole
permet une mesure directement dans la bouche des patients mais présente une sen-
sibilité plus faible.

Dans I'ensemble des travaux de dosimétrie par RPE menés jusqu’a présent, les
doses étudiées ont deux caractéristiques :

— elles représentant des valeurs d’irradiation tres intenses (plusieurs Gy)
— elles sont induites par plusieurs types de rayonnements ionisants simultanés :
rayons X, gamma, neutrons ou encore de particules
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FIGURE 10.10 — Propriétés dosimétriques des matériaux lus par RPE [Herve, 2006]

10.7 Etude expérimental : évaluation par RPE de
Pirradiation induite en tomographie X

La dosimétrie par spectroscopie RPE est reconnue comme une méthode de ré-
férence chez I’homme. Chez le petit animal, des applications de la RPE en spectrosco-
pie et également en imagerie ont été mises en évidence [He et al., 2002] [Hirayama et al., 2005]
[Matsumoto et al., 2008]. Cependant, la dosimétrie par RPE n’a encore jamais été
appliquée chez le petit animal.

Les récentes avancées des appareils RPE, notamment en terme de sensibilité
et de gradient pour I'imagerie, permettent aujourd’hui d’envisager la dosimétrie par
RPE chez le petit animal.

Notre objectif a été d’évaluer la faisabilité de la dosimétrie par RPE pour des
doses relativement faibles correspondant a un examen d’imagerie X chez le petit
animal.

10.7.1 Protocole expérimental

Lors de nos tests, les échantillons ont été soit des souris congelées entieres soit
des pieces osseuses prélevées avec leur tissus environnant (muscle, tendon, ....).

Nous avons utilisé le micro-CT Viscom 8060 pour délivrer une irradiation sur
ces échantillons. Les échantillons placées dans le micro-CT ont été soumis au faisceau
de rayons X émis par la source X dans les mémes conditions qu’'un acte d’imagerie.
Pour la préparation des échantillons pour I’analyse par RPE, les picces osseuses ont
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été isolées par dissection et nettoyées afin de supprimer les tissus mous susceptibles
de contenir de I’eau et d’introduire un signal parasite.

Pour 'analyse par RPE nous avons utilisé le spectrometre en bande X de la
plateforme RPE de 'UFR Biomédicale des Saints-Peres (Paris).

La plateforme RPE a ’UFR Biomédicale des Saints-Péres, Paris Le labo-
ratoire de Chimie et de Biologie Pharmacologiques et Toxicologiques, Unité Mixte
de Recherche (UMR) 8601 CNRS et Université Paris Descartes, a lancé en 2006
un projet pour l'utilisation de la RPE pour le vivant, y compris en mode imagerie.
L’équipe dirigée par Yves Michel Frapart s’est doté de 2 appareils RPE :
— un appareil d’imagerie du petit animal in vivo : le Bruker Elexsys E540 est
dédié a I'imagerie RPE in vivo sur la souris avec une résolution de 100 pm.
C’est le premier appareil en France permettant de faire de I'imagerie RPE
3D+ en bande L. L’imageur est doté d'un gradient de champ de 4 mT /cm
et d'une cavité 23 mm ou 36 mm, ou de boucles de surface
— un appareil de microscopie par RPE : le spectrometre Bruker Elexsys E500
(Figure 10.11) permet I'imagerie ex vivo a une échelle de 10-20um. Il com-
prend un systéeme en bande X avec un gradient de champ de 22mT /cm
et une cavité de type TM. C’est cet appareil qui a été utilisé lors de nos
expérimentations

F1GURE 10.11 — Bruker Elexsys E540 avec un spectrometre en bande X
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10.7.2 Test 1: évaluation de la réponse du signal RPE induit
par une irradiation

La dosimétrie RPE n’ayant jamais été décrite chez le petit animal, notre pre-
miere investigation a été I'évaluation de la faisabilité de la mesure d’un signal RPE
de l'irradiation. Pour cela nous nous sommes basé sur des travaux de dosimétrie par
RPE avec I’émail de dents humaines. La Figure 10.12 illustre le spectre RPE obtenu
avec un spectrometre en bande L sur de ’émail humaine.

1000 . T y T T T T T

4000 L i N 1 . 1 " i
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FiGUurE 10.12 — Exemple de spectre RPE de 1’émail d'une dent ayant subie une
irradiation [Romanyukha et al., 1999]

Pour ce test, nous avons cherché a reproduire cette forme de spectre caractéris-
tique du signal induit par un rayonnement ionisant. Pour cela, nous avons privilégié
les conditions les plus favorables en choisissant la mandibule comme site d’étude
puisqu’elle contient une grande proportion d’émail.

La partie supérieure du corps d’une souris congelée a été soumise a un rayonne-
ment X lors d’acquisitions avec le micro-C'T VISCOM 8060. Afin d’éviter tout signal
parasite induit par I’eau, seules les mandibules (os et dents) ont été conservées apres
dissection pour ’analyse.

Le spectrometre en bande X Bruker Elexsys E540 a été utilisé pour 'analyse
de la mandibule, il offre une meilleure sensibilité qui est plus adaptée a la tres petite
taille de nos échantillons. La Figure 10.13 illustre le spectre du signal de la mandibule
irradiée.

On remarque que ce spectre présente une forme tres similaire au spectre carac-
téristique de I’émail (Figure 10.12). La quantité de matiere plus faible (& cause de la
taille de la dent humaine comparée a la dent de souris) est palliée par la sensibilité
accrue de 'appareil en bande X
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F1GURE 10.13 — Spectre RPE obtenu sur une mandibule de souris ayant subie 1ir-
radiation d'un acte d’imagerie en micro-CT

10.7.3 Test 2 : évolution du signal avec la dose sur la man-
dibule

Afin de confirmer les résultats du test précédent, qui semblent indiquer qu’un
signal induit par l'irradiation aux rayons X est détectable en RPE bande X, nous
avons utilisé des mandibules ayant été soumises a des irradiations différentes.

Les deux hémi-mandibules ont été prélevées sur une souris. La mandibule de
gauche a été soumise a une irradiation sur le micro-C'T Viscom 8060 lors d'une
acquisition de 15min et celle de droite pendant 60min. L’irradiation de la mandibule
de gauche a été 4 fois plus courte, la dose reque par cette mandibule est donc en
théorie 4 fois plus faible [Ford et al., 2003]. Les deux mandibules ont ensuite été
analysées par RPE en bande X avec le protocole mis en évidence lors du premier
test. La Figure 10.14 illustre la superposition du signal de ces deux mandibules.

La hauteur pic a pic du signal donne une mesure quantitative du signal RPE.
Ce signal, qui est donné par le nombre de trous électroniques (défaut créés par la
radiation ionisante), montre clairement une augmentation de son intensité en fonc-
tion de la dose théorique. La mesure de cette intensité révele un facteur 2 entre le
signal des deux mandibules.

10.7.4 Test 3 : évolution du signal avec la dose sur le fémur

Nous avons choisi pour nos premiers tests le site de la mandibule car elle
contient une grande partie d’émail. Ce site était donc le plus favorable puisque
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FI1GURE 10.14 — Superposition des spectres RPE de deux mandibules ayant regues
des irradiations différentes

I’émail doit en théorie offrir le meilleur signal RPE. Nous avons voulu tester la
sensibilité sur un autre site osseux mais qui ne contient pas d’émail et qui est donc
moins favorable pour la dosimétrie.

Un protocole expérimental identique a celui du test précédent a été utilisé sur
des fémurs. La Figure 10.15 illustre les deux signaux RPE induits par l'irradiation
de deux fémurs avec des doses différentes.

On distingue sur ces spectres la forme caractéristique du signal induit par une
irradiation comme sur la Figure 10.13. On remarque cependant que l'intensité du
signal est plus faible que pour la mandibule alors que les irradiations ont été iden-
tiques (lirradiation 1x a été réalisée avec exactement les mémes conditions pour
le fémurs et la mandibule). Ce signal est d’autant moins mis en évidence que de
nombreux signaux parasites sont visibles.

Ces résultats montrent que le fémur permet une lecture plus complexe de la
dose d’irradiation, ce qui confirme que mandibule et en particulier I’émail est un site
privilégié pour la dosimétrie.

10.7.5 Test 4 : imagerie de la dose

L’équipe de Yves Frappart travaille étroitement avec le constructeur des appa-
reils de RPE (Bruker) pour le développement et 'amélioration des caractéristiques
des spectrometres. Par exemple, les gradients de 'appareil en bande X sont des pro-
totypes permettant un fonctionnement en mode imagerie avec une haute sensibilité.
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F1GURE 10.15 — Superposition des spectres RPE de deux fémurs ayant recues une
irradiation simple (1x) et une irradiation quatre fois plus longue (4X)

Nous avons utilisé ces gradients 2D pour établir une cartographie du signal
de l'irradiation au sein de la cavité. Pour cette acquisition, une mandibule a été
positionnée perpendiculairement a ’axe de rotation du champs de gradients, dans
I'objectif d’obtenir une image de projection du profil de la mandibule. La Figure
10.16 illustre I'image du signal induit par l'irradiation et reconstruit en 2D.

FiGure 10.16 — Image RPEi 2D de la distribution spatiale du signal induit par

l'irradiation (a gauche) et superposition avec une image de mandibule obtenue en
micro-CT (a droite)
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Sur I'image brute, on peut remarquer que le niveau de bruit est important.
On distingue cependant quelques zones avec des valeurs tres élevées de l'intensité
du signal (en rouge). Nous avons superposé cette image avec une vue de profil de la
mandibule obtenue a partir du micro-CT. Cette superposition suggere que l'intensité
maximale du signal se situe au niveau de I’'émail des molaires et de 'incisive.

10.7.6 Conclusion sur la dosimétrie par RPE

Notre approche a permis de donner des résultats préliminaires pour la dosimé-
trie par RPE chez le petit animal.

Nous avons mis en évidence un protocole qui a permis I'identification du signal
RPE induit par un rayonnement ionisant sur I’émail de la mandibule.

Comme chez 'humain, nos résultats confirment que 1’émail est un tissu bio-
logique de choix pour la dosimétrie, offrant une réponse avec un signal d’une forte
intensité au regard de celui d’autres tissus minéralisés comme le fémur.

L’analyse par spectrométrie RPE est une analyse quantitative de la dose.
L’étude comparative avec les deux mandibules montre que I'intensité du signal RPE
varie en fonction de la quantité de radiations. Les valeurs mesurées ne montrent
cependant pas le méme ratio entre la dose et 'intensité du signal. La dose théori-
quement quatre fois plus importante correspond a une augmentation de seulement
un facteur deux de l'intensité du signal RPE. Ce résultat devra étre confirmer lors
d’une étude complémentaire avec une calibration précise de la dose.

Enfin, le test d’imagerie RPE a permis pour la premiéere fois de créer une image
de la distribution de l'irradiation re¢ue sur un échantillon biologique.

10.8 Conclusion

Les méthodes de dosimétrie classiques permettent d’évaluer la dose par des mé-
thodes d’interactions avec le rayonnement ionisant ou par simulation. Elles donnent
une information quantitative sur le rayonnement ionisant mais ne restent néanmoins
qu’une appréciation indirecte de 'effet du rayonnement sur les tissus biologiques.

La dosimétrie par RPE permet une autre approche des questions radiobiolo-
giques puisque la mesure de dose est directement "lue" dans les tissus ayant regus
Iirradiation. C’est donc le tissu biologique qui constitue la sonde de mesure comme
dans notre approche avec I’émail de la mandibule. Ce qui constitue un avantage par
rapport aux TLD dont la densité n’est pas la méme que les tissus et qui emmagasine
alors une dose différente de celle des tissus dans lequel il est placé.

De plus, cette technique offre la possibilité de cartographier la distribution du
signal. C’est la seule méthode permettent de mesurer la distribution spatiale de la
dose.

Notre approche a été innovante sur différents plans :

— T'utilisation de la RPE en dosimétrie chez le petit animal

— T'utilisation de la RPE pour la dosimétrie d’un acte d’imagerie
— l'imagerie de la dose
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Conclusion générale

Dans ce travail de thése nous nous sommes intéressés a l'imagerie par tomo-
graphie a rayons X et a I'analyse des images 3D pour des applications in vivo et ex
vivo chez le petit animal. Les contributions de ces travaux concernent :

— le développement d’outils d’analyses spécifiques pour l'imagerie X 3D des

tissus minéralisés et adipeux

— l'application des méthodologies développées a des problématiques de re-

cherche biomédicale

— Utilisation d’une méthode originale par RPE pour la dosimétrie d'un acte

d’imagerie X chez le petit animal

Développement d’outils spécifiques pour ’analyse des tissus minéralisés
et adipeux L’analyse des données 3D a d’abord été qualitative avec des outils de
visualisation basés sur le "volume rendering". Nous avons montré que cette approche,
qui offre une vue globale de I’échantillon analysé, permet I'analyse comparative de la
répartition des densités. Pour la mandibule, les défauts spécifiques de minéralisation
liés a des pathologies osseuses et dentaires sont mis en évidence. Pour la calvaria,
cette vue globale a permis de cibler les analyses par micro-CT et par histologie
en révélant les zones d’intéréts. En appliquant cet outil a 1’échelle du corps entier,
nous avons montré son intérét pour la caractérisation phénotypique de pathologies
osseuses touchant le squelette.

L’imagerie de la mandibule par micro-CT couplée aux outils de visualisation
3D permet d’obtenir des coupes virtuelles de I'os alvéolaire et des dents dont ’analyse
des anomalies tissulaires est comparable avec la microscopie électronique a balayage.

La segmentation en 3D de la chambre pulpaire présente l'intérét d’obtenir
une information quantitative sur le processus de fabrication de la dentine. Cette
approche a été également appliquée avec succes a 'extraction du volume de I'émail
des molaires de la mandibule.

Ces outils d’analyse, a la fois rapides, précis et non invasifs, apportent des
informations complémentaires aux méthodes classiques longues et invasives (histo-
logie, microscopie, analyses biochimiques,...).

Nous sommes intéressé aux développement des outils permettant la quantifica-

tion et la répartition des amas de graisse dans le corps de la souris. La modélisation
de la courbe Hounsfield avec des mixtures gaussiennes a permis la classification des
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voxels correspondant aux tissus adipeux et la détermination automatique des régions
d’analyse.

La séparation de la graisse viscérale et sous-cutanée a été effectuée avec une
méthode de segmentation 2D+1 en initialisant un contour manuel sur une coupe de
référence et en le propageant aux coupes contigiies. En utilisant comme référence la
corrélation entre les volumes de graisse et le poids total de I’animal, la validation de
ces outils a permis de mettre en évidence une meilleure robustesse de la méthode
par rapport aux méthodes classiques avec seuils fixes.

Applications des méthodologies développées a des problématiques de re-
cherche biomédicale Chez des souris invalidées pour le géne de la fibromoduline,
la visualisation en "volume rendering" a permis de montrer la répartition différentielle
de la minéralisation de la mandibule en 3 secteurs distincts et d’identifier la partie
postérieure de la mandibule et 1'os alvéolaire comme les cibles osseuses principales
de la déficience en fibromoduline.

La mesure du volume pulpaire a permis de montrer pour la premiere fois une
dentinogénese imparfaite chez ces souris.

Chez des souris invalidées pour le récepteur 2B de la sérotonine, 'imagerie CT
a I’échelle du corps entier a permis de révéler des anomalies phénotypiques qui n’était
pas a priori attendues chez les souris KO, plus particulierement dans le métabolisme
du tissu adipeux. L’analyse in vivo de ces souris a confirmé les observations réalisées
sur des os isolés montrant une ostéopénie. L’étude ex vivo par imagerie micro-CT et
par microscopie électronique a balayage démontre pour la premiere fois un réle du
récepteur 2B dans la formation de 1’émail.

L’ensemble des résultats révele un role ubiquitaire de ce récepteur dans le dé-
veloppement des tissus minéralisés et adipeux.

Pour I’étude du modele murin d’ostéolyse aux particules de polyéthylene, I'ima-
gerie X couplée aux outils d’analyses 3D a permis I'analyse qualitative et quantita-
tive de la morphologie des tissus minéralisés de la calvaria, os plat qui n’est habi-
tuellement pas analysé. Nos résultats d’imagerie associés a ceux d’histologie et de
biochimie a permis de mettre en évidence certains des mécanismes mis en jeu dans
I'ostéolyse induite par les particules de PE dans les protheses de hanche.

Utilisation d’une méthode originale par RPE pour la dosimétrie d’un
acte d’imagerie X chez le petit animal Les méthodes de dosimétrie classiques
permettent d’évaluer la dose par des méthodes d’interactions avec le rayonnement
ionisant ou par simulation. Elles donnent une information quantitative sur le rayon-
nement ionisant mais ne restent néanmoins qu’une appréciation indirecte de 'effet
du rayonnement sur les tissus biologiques.
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Nos résultats ont permis de valider la faisabilité de cette technique pour la
dosimétrie d’'un acte d’imagerie chez le petit animal, application qui n’avait encore
jamais été réalisée. De plus, c’est la seule méthode permettent de mesurer la dis-
tribution spatiale de la dose, en mesurant directement les effets d’un rayonnement
ionisant sur les tissus. Notre approche est également innovante pour mesurer la dose
induite lors d'un acte d’imagerie, potentiellement utile en clinique humaine.

En conclusion, I'utilisation de la tomographie X se révele étre une méthode de
choix pour I'analyse phénotypique de 'animal de laboratoire. Il est ainsi possible de
faire un suivi dans le temps des animaux et d’éviter leur sacrifice, en accord avec
les directives de la Commission Européenne sur le bien-étre de I’animal. les outils
d’imagerie 3D que nous avons développé représentent un nouvel apport pour la dis-
section virtuelle de ’animal de laboratoire, permettant 1’exploration de nombreux
tissus et organes et rivalisant avec les méthodes d’histologie et de microscopie électro-
nique. L’application de ces méthodes d’imagerie pour la recherche fondamentale et
pré-clinique ouvre la perspective d’une alternative nouvelle dans ’expérimentation
animale.
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Analyses d’'images de tomographie X chez le petit animal :
applications aux études de phénotypage ex vivo et in vivo

Résumé :

L'imagerie du petit animal est incontournable pour le développement des recherches dans les secteurs de la
biologie, de la médecine et de |'industrie pharmaceutique. Parmi les différentes modalités d'imagerie dévelop-
pées chez I'humain et adaptées a I'animal, I'imagerie tomographique a rayons X est devenue une référence
pour |'analyse des caracteres anatomiques et phénotypiques chez la souris. Elle permet de réaliser des études
longitudinales in vivo et des analyses haute résolution ex vivo de facon non invasives et en 3D. L’analyse de
ces images 3D nécessite des outils spécifiques a chaque problématique.

Dans ce contexte, notre travail de thése a permis d'apporter des contributions sur les thématiques suivantes :

1. le développement d'outils d'analyse, a la fois quantitatifs et qualitatifs, pour I'imagerie des tissus
minéralisés et adipeux

2. |'application des méthodologies développées a des problématiques de recherche biomédicale

3. I'étude comparative et "multi-échelle" de différentes technologies de tomographie X pour I'imagerie du
petit animal

4. la mise au point d'une méthode originale par résonnance paramagnétique électronique pour la dosimétrie
d'un acte d'imagerie X chez le petit animal

En conclusion, les outils d'imagerie 3D que nous avons développés représentent un nouvel apport pour la dis-
section virtuelle de I'animal de laboratoire, permettant I'exploration de nombreux tissus et organes et rivalisant
avec les méthodes d'histologie et de microscopie électronique.

L'application de ces méthodes d'imagerie pour la recherche fondamentale et pré-clinique ouvre la perspective
d'une alternative nouvelle dans I'expérimentation animale.

Mots clés : tomographie X, imagerie du petit animal, volume rendering, segmentation, tissus adipeux, tissus
minéralisés

Analysis of small animal X-Ray tomographic imaging :
application for phenotypical analysis in mice ex vivo and in vivo

Summary :

Small animal imaging is highly necessary for the development of biomedical research and pharmaceutical
applications. Amongst various available imaging methods, X-Ray tomography is now considered as a gold
standard for anatomical and phenotypical analysis in mice. CT imaging allows non invasive longitudinal studies
in vivo and high resolution analysis ex vivo. The 3D image analysis requires the development of specific tools
depending on the biomedical problematics.

In this context, we have investigated the following research areas :

1. Development of 3D image tools for qualitative and quantitative image analysis of mineralized and
adipose tissues in murin models

2. Application of our tools to biomedical investigations
3. Comparative and multi-scale analysis of various tomography technologies for small animal imaging
4. Development of an original method using Electronic Paramagnetic Resonance (EPR) for X-ray dosimetry
in mice
In conclusion, our 3D imaging methods are potentially of high interest for the virtual dissection of laboratory

animals, allowing extended analysis of various tissues and organs complementary to standard histological and
microscopic approaches.

Keywords : X-Ray tomography, small animal imaging, volume rendering, segmentation, adipose tis-
sue, mineralized tissue

= Laboratoire PRISME-équipe ISS, UPRES 4229 o ¥
rtl] Polytech’Orléans, 12 rue de Blois, BP 6744 hisue
PUCVL KiaM

Pl Universités 45067 Orléans Cedex 2 France &

Centre Val de Loire




