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Résumé - Détection de cibles pour la neuromodulation dans les maladies
neurodégénératives : nouveaux apports de 'IRM de diffusion

Le vieillissement de la population, lié a 'amélioration de I'’espérance de vie, a vu
émerger nombre de maladies liées al’age telles que les maladies neurodégénératives.
Grace aux nouvelles techniques d’'imagerie, la neuromodulation peut étre proposée
a certains patients lorsque les traitements médicamenteux ne sont plus efficaces ou
qu’ils entrainent des effets secondaires invalidants. L'objectif de cette these est de
mieux caractériser les structures cérébrales pour optimiser le ciblage de la neuro-
modulation et, ainsi augmenter les bénéfices thérapeutiques pour les patients.

Le premier axe de recherche porte sur la région locomotrice mésencéphalique
(MLR) qui est une cible de neuromodulation en cours d’évaluation pour les patients
parkinsoniens souffrant de troubles de la marche et de I’équilibre. Nous avons, en
premier lieu, exploré la connectivité de cette région et les résultats nous ont amené
a considérer que le noyau pédonculopontin (PPN), qui est une région constituante
de la MLR, est la cible de neuromodulation a privilégier. Or, une perte partielle de
neurones cholinergiques du PPN a été montrée chez les patients parkinsoniens. Le
second projet a donc consisté a étudier la topographie de la perte de neurones choli-
nergiques chez différents groupes pathologiques (patients parkinsoniens ou atteints
de paralysie supranucléaire progressive) par rapport a des sujets sains. Nos résultats
montrent que le maximum de densité des neurones cholinergiques chez tous les su-
jets se situe a +3 mm du début supérieur du PPN et serait la cible optimale de sa
neuromodulation. Enfin, nous avons construit un atlas 3D du tronc cérébral humain
sain, couplant analyses histologiques et acquisitions IRM d'un méme spécimen post
mortem. 1l est déformable sur I’anatomie des patients afin de guider 'implantation
d’électrode dans la MLR pour traiter les patients parkinsoniens, et de facon plus gé-
nérale a déterminer avec le maximum de précision une cible chirurgicale au sein du
tronc cérébral.

Le second axe de recherche concerne le noyau ventral intermédiaire (Vim) du
thalamus qui est la cible de neuromodulation usuelle pour les tremblements essen-
tiels. Nous avons appliqué, chez les mémes sujets, différentes méthodes de ciblage
du Vim utilisées dans la littérature puis comparé les localisations obtenues. Nous
avons observé que les différences de distance entre les cibles étaient supérieures a
1.5 mm ce qui nous parait significatif et pouvant affecter les résultats de la neuromo-
dulation. Il est a présent important d’évaluer ces méthodes pour choisir celle don-
nant un ciblage le plus proche de I'électrode choisie lors de la chirurgie et donnant
les meilleurs résultats cliniques.

Mots-clés : stimulation cérébrale profonde, IRM de diffusion, maladie de Parkin-
son, région locomotrice mésencéphalique, tremblements essentiels, noyau ventral
intermédiaire

Adresse du laboratoire : Institut du Cerveau et de la Moelle épiniere, Hopital Pitié
Salpétriere, 47 Boulevard Hopital, 75013 Paris, France

Durée de la thése : 3 ans, du 1°" octobre 2014 au 30 septembre 2017

E-mail : sophie.sebille@laposte.net
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Abstract - Detection of targets for neuromodulation in neurodegenerative
diseases : new contributions of diffusion MRI

The aging of the population, linked to the improvement of life expectancy, has led
to the emergence of many age-related diseases such as neurodegenerative diseases.
Due to new imaging techniques, neuromodulation techniques can be proposed to
some patients when medications are no longer effective or have invalidating side
effects. The objective of this PhD is to better characterize brain structures in order to
optimize neuromodulation targeting and thus increase the therapeutic benefits for
patients.

The first area of research concerns the mesencephalic locomotor region (MLR),
which is a neuromodulation target being evaluated for Parkinsonian patients who
suffer from walking and balance disorders. We first explored the anatomical connec-
tivity of this region and the results led us to consider the pedonculopontin nucleus
(PPN), which is a part of the MLR, as the target of neuromodulation to privilege. Ho-
wever, partial loss of cholinergic neurons in the PPN has been shown in Parkinso-
nian patients. Thus, the second project consisted in studying the topography of the
loss of cholinergic neurons in different pathological groups (patients with Parkin-
son’s disease or with progressive supranuclear palsy) compared to healthy subjects.
Our results show that the maximum density of cholinergic neurons in all the sub-
jects is situated at +3 mm from the superior edge of the PPN and is the optimal target
for its neuromodulation. Finally, we constructed a 3D atlas of the healthy human
brainstem by combining histological analyses and MRI acquisitions of the same post
mortem specimen. The atlas is deformable to the anatomy of each patient in order to
guide the implantation of electrodes in the mesencephalic locomotor region to treat
Parkinsonian patients and more generally to determine precise surgical target within
the brainstem.

The second area of research concerns the ventral intermediate nucleus (Vim) of
the thalamus, which is the usual neuromodulation target for essential tremors. We
applied, to the same subjects, various targeting methods of the Vim used in the litte-
rature and compared the locations. We found differences in distance between targets
greater than 1.5 mm which we consider significant and which may affect the results
of the neuromodulation. It is therefore important to evaluate these methods in order
to choose the one that gives the best clinical outcome.

Keywords : deep brain stimulation, diffusion MRI, Parkinson’s disease, mesence-
phalic locomotor region, essential tremors, ventral intermediate nucleus

Laboratory adress : Institut du Cerveau et de la Moelle épiniere, Hopital Pitié
Salpétriére, 47 Boulevard Hopital, 75013 Paris, France

Duration of the PhD : 3 years, from October 1, 2014 to September 30, 2017

E-mail : sophie.sebille@laposte.net
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CHAPITRE 1. NEUROMODULATION

Les conditions de vie s’étant nettement améliorées depuis un siecle, I’espérance
de vie est de plus en plus longue et ne fait que s’allonger. Le vieillissement de la popu-
lation a vu émerger nombre de maladies liées a1’age telles que les maladies neurodé-
génératives. Des techniques de neuromodulation sont proposées a certains patients
afin de soulager leurs symptomes lorsque les traitements médicamenteux ne sont
plus efficaces ou qu'’ils entrainent des effets secondaires invalidants.

La neuromodulation est une technique employée pour augmenter ou diminuer
I'activité neuronale de régions cérébrales présentant un dysfonctionnement dans
certaines maladies neurodégénératives. Cette modification d’activité neuronale peut
se faire par courant électrique (technique de stimulation cérébrale profonde) ou par
absorption thermique (technique d’ultrasons focalisés de haute intensité). Ces deux
techniques vont étre exposées brievement dans ce chapitre.

1.1 Stimulation cérébrale profonde

La stimulation cérébrale profonde (SCP) est une méthode chirurgicale invasive
consistant a implanter dans le cerveau des électrodes de stimulation connectées a
un boitier mis en place sous la peau et qui délivre un courant électrique de faible
intensité dans certaines régions cérébrales variables selon la maladie neurologique
a traiter [Kringelbach et al., 2007] (Figure 1.1).

FIGURE 1.1 - Illustration générale de la stimulation cérébrale profonde

Cette technique s’est développée dans les années 1980 quand les premiers pa-
tients atteints de tremblements et de la maladie de Parkinson étaient traités par
Jean Siegfried a Zurich ainsi que par les francais Alim-Louis Benabid et Pierre Pol-
lak a Grenoble. Depuis, la SCP est devenue une composante établie du traitement
de nombreuses maladies neurologiques (dystonie, maladie de Parkinson, tremble-
ments essentiels, troubles obsessionnels compulsifs, syndrome de Gilles de la Tou-
rette, etc....).
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Le principe de la SCP est la délivrance d'un courant électrique a une certaine fré-
quence qui va modifier I'activité d'un groupe de neurones et des faisceaux de fibres
adjacents [Kringelbach et al., 2007]. Les faibles fréquences induisent une excitation
duréseau neuronale tandis que les hautes fréquences (au-dela de 100 Hz) inhibent le
fonctionnement des cellules nerveuses et empéchent ainsi la transmission du mes-
sage nerveux [Vitek, 2002]. Les parametres de stimulation (fréquence, voltage, durée
d’impulsion...) sont modulables pour obtenir le meilleur effet thérapeutique. Cepen-
dant, le mécanisme d’action de la SCP est complexe et differe selon la région stimu-
lée. On ne sait toujours pas expliquer comment la stimulation provoque cette inhi-
bition du réseau neuronal ciblé [Benazzouz and Hallett, 2000]. Tous les patients ne
peuvent subir une SCP et des criteres d’inclusion tels que 1'age ou I'état général de
santé sont a prendre en considération.

1.2 Thérapies par ultrasons focalisés de haute intensité

L'utilisation des ultrasons focalisés de haute intensité, couramment appelé HIFU
(High Intensity Focused Ultrasound en anglais), consiste a faire converger des ondes
ultrasonores permettant ainsi un dépot d’énergie important en un point précis. Cette
méthode présente 1'avantage d’épargner les tissus entre la sonde et la zone cible
et permet d’envisager des traitements non invasifs ou peu invasifs. Cette technique
pourrait étre proposée comme remplacement de la SCP dans un futur proche.

L'annexe A explique le principe physique des HIFU.

1.2.1 Destruction tissulaire

Les HIFU de haute puissance, par élévation de la température et par absorption
thermique, peuvent entrainer une nécrose irréversible des tissus. Cette technique est
utilisée de maniere routiniére en clinique depuis de nombreuses années pour obte-
nir I'ablation thermique de tumeurs bénignes (fibromes utérins, adénofibrome, no-
dules thyroidiens bénins) ou malignes (cancer de la prostate, du foie, de la thyroide).

Le traitement des lésions intracérébrales par HIFU est difficile en raison de la
barriere osseuse, qui déforme les faisceaux ultrasonores. Les premiers tests dans les
années 1950 ont ainsi été réalisés a travers une ouverture pratiquée dans le crane
[Fry et al., 1954]. Plus récemment, I'utilisation de réseaux de transducteurs avec cor-
rection numérique de la distorsion osseuse basée sur des données tomodensitomé-
triques du crane a permis de pouvoir focaliser les ultrasons a travers un crane in-
tact [Aubry et al., 2003] et d’expérimenter la technique sur des tumeurs cérébrales
[McDannold et al., 2010, Carpentier et al., 2016].

1.2.2 Neuromodulation tissulaire

A des puissances plus faibles que pour la destruction tissulaire, les effets ther-
miques ou mécaniques des ultrasons peuvent avoir des effets physiologiques qui
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permettent la préservation du tissu et laissent envisager d’autres applications mé-
dicales de cette technique.

Concernant le tissu cérébral, des les années 50, il a été montré chez le chat que la
transmission d'ultrasons dans le corps géniculé latéral du thalamus inhibait de facon
réversible le cortex primaire apres application d'un stimulus visuel [Fry et al., 1958].

Dans les années 90, des expériences réalisées sur des tranches d’hippocampes
de rongeur ont permis de montrer une augmentation ou une diminution de I'am-
plitude des potentiels d’actions des neurones ciblés en fonction de la puissance des
ultrasons [Rinaldi et al., 1991]. Il ne s’agit pas la a proprement parler de stimulation
directe par les ultrasons mais d'une modulation de I'excitabilité des neurones. On ne
parlera pas dans ce dernier cas de stimulation ultrasonore, expression consacrée a la
faculté de stimulation et d’'inhibition directe de I’activité neuronale par les ultrasons.

En 2008, 'équipe américaine de William Tyler a démontré la possibilité d’induire
une neurostimulation directe a faible pression acoustique [Tyler et al., 2008]. Ce tra-
vail présente deux avancées majeures : la possibilité de stimuler directement les neu-
rones et non pas seulement de moduler I'excitabilité neuronale et de le faire a faible
pression acoustique, c’est-a-dire avec des risques nécrotiques potentiellement nuls.

Une des limitations principales de la neuromodulation tissulaire par HIFU est
le fait cette modulation est transitoire et qu’il n’existe pas encore de systéme pour
rendre cette modulation permanente. De nombreux travaux s’attachent a résoudre
ce probleme.

Ainsi, la thérapie par HIFU semble étre une alternative moins lourde que la SCP
pour le traitement de maladies neurologiques des que son effet ne sera plus transi-
toire. Les avantages de la thérapie par HIFU résident principalement dans son carac-
tere non invasif et non ionisant, sa flexibilité, I'absence d’effets secondaires déléteres
et son faible coft.

1.3 Problématiques liées a la neuromodulation

Bien que nous n’ayons pas encore une compréhension complete des méca-
nismes qui sous-tendent les effets de la neuromodulation [Kringelbach et al., 2007],
les résultats existants ouvrent un certain nombre de nouvelles possibilités passion-
nantes. Cependant, de nombreux problémes persistent aussi bien pour la neuromo-
dulation par SCP que par HIFU.

Un de ces problemes réside dans la visualisation précise des cibles théra-
peutiques. Compte tenu des progres récents de I'imagerie médicale, certaines
cibles de la SCP comme le noyau subthalamique (STN) ou le globus palli-
dus interne (GPi) peuvent étre identifiées de maniere fiable et ciblées directe-
ment avec 'IRM conventionnelle [Benabid et al., 2002]. D’autre cibles, comme le
noyau ventral intermédiaire du thalamus ou la région locomotrice mésencépha-
lique, sont "invisibles" avec les techniques d’imagerie couramment disponibles
[Benabid et al., 2002, Zrinzo et al., 2011]. Pour identifier ces cibles "invisibles", des
méthodes de ciblage dites indirectes peuvent étre utilisées (recalage d’atlas, mé-




CHAPITRE 1. NEUROMODULATION

thodes proportionnelles, etc....). Ces techniques de ciblage indirectes comportent
plus d’a priori. Ceci complique le ciblage et ainsil’obtention d'une neuromodulation
optimale. Un effort important doit donc étre effectué pour optimiser les techniques
d’imagerie et ainsi visualiser de fagon plus précise les cibles de la neuromodulation
au niveau individuel.

Sachant que la neuromodulation modifie I'activité des axones proches de la cible
[Calabrese, 2016], des effets peuvent étre observés dans des régions éloignées et re-
liées a la cible par les faisceaux de fibres myélinisées (Voir Figure 1.2). Or la morpho-
logie et la connectivité de certaines régions anatomiques ciblées par la neuromo-
dulation restent peu connues. Une telle analyse anatomique permettrait d’aider a
I'identification de cibles, d’optimiser la trajectoire de I’électrode de stimulation dans
le cas de la SCP et de pouvoir corréler les effets cliniques observés chez le patient
avec la position des différents faisceaux de fibres.

Volume de tissu
activé

FIGURE 1.2 — Le volume de tissu activé par 'électrode de SCP module 'activité des
axones proches de la cible avec des effets dans des régions éloignées possibles

1.4 Conclusion

Les techniques de neuromodulation par SCP et par HIFU offrent des perspec-
tives d’amélioration thérapeutique non négligeables. Développées depuis mainte-
nant plus d’'un demi siecle, les applications thérapeutiques des HIFU ne cessent de
se multiplier et concernent les pathologies cancéreuses, mais aussi des tumeurs bé-
nignes par destruction cellulaire. La focalisation de mieux en mieux maitrisée per-
met des applications plus précises et ambitieuses comme la neuromodulation tissu-
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laire dans le cerveau.

Cependant, de nombreux problémes persistent pour la neuromodulation par
SCP ou par HIFU et des progres sont nécessaires afin d’optimiser la neuromodu-
lation mais aussi de comprendre ses effets sur la région cible. Une premiere amé-
lioration est la visualisation des cibles "invisibles" avec 'RM conventionnelle et
I'identification des cibles au niveau individuel. Une deuxieme amélioration serait
une meilleure connaissance des régions anatomiques ciblées et de leurs connectivi-
tés avec les autres régions cérébrales.

Mon travail de these s’est attaché a porter ses améliorations pour deux cibles de
neuromodulation : la région locomotrice mésencéphalique dans le cadre de la ma-
ladie de Parkinson et le noyau ventral intermédiaire du thalamus dans le cadre des
tremblements essentiels.
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CHAPITRE 2. MALADIE DE PARKINSON ET REGION LOCOMOTRICE
MESENCEPHALIQUE

Comme annoncé au chapitre précédent, une partie de ce travail de these s’est
attaché a I'étude de la région locomotrice mésencéphalique (MLR pour mesence-
phalic locomotor region en anglais). Les connaissances sur la maladie de Parkinson
et la MLR sont les fondations sur lesquelles peuvent s’interpréter les résultats obte-
nus dans la Partie 2. Notre étude s’inscrit dans le contexte de la maladie de Parkinson
et nous présenterons en premier lieu les généralités sur cette maladie neurodégéné-
rative, et tout particulierement sur les troubles de la marche et del’équilibre. Ensuite,
nous présenterons une synthese des connaissances actuelles sur I'organisation ana-
tomique de la MLR (caractéristiques morphologiques et connectivité). De plus, au
regard des connaissances actuelles, nous aborderons les différentes fonctions asso-
ciées a la MLR. Enfin, nous terminerons ce chapitre en présentant les principales
données relatives a I'implication de la MLR dans les troubles de la marche et les ré-
sultats obtenus par SCP du noyau pédonculopontin qui fut proposée comme nou-
velle approche thérapeutique en 2005.

Les données présentées se référeront de préférence aux études menées sur le pri-
mate non humain et sur I'humain. Cependant, des références a d’autres modeles
animaux tels que les rongeurs pourront étre apportées a ce travail lorsqu’elles fe-
ront état d’avancées dans les connaissances non encore mises en évidence chez le
primate non humain ou I'’humain.

2.1 Lamaladie de Parkinson

2.1.1 Généralités

La maladie de Parkinson, seconde pathologie neurodégénérative liée a I'age la
plus commune aprés la maladie d’Alzheimer, se caractérise par trois symptomes mo-
teurs : I'akinésie, le tremblement de repos et la rigidité [Lang and Lozano, 1998].

La maladie de Parkinson se caractérise également par des symptdomes
non-moteurs tels que les troubles du langage (aphasie), les troubles cogni-
tifs les démences, la dépression, les troubles du sommeil et les dysfonctionne-
ments du systeme nerveux autonome [Brown and Marsden, 1988, Huber et al., 1990,
Fenelon, 1997, Schrempf et al., 2014, Welter et al., 2015].

La physiopathologie de la maladie de Parkinson se caractérise principalement
par une dégénérescence progressive des corps cellulaires dopaminergiques de la
substance noire (substance noire) pars compacta et de leurs terminaisons dans la
partie dorso-latérale du striatum [Song and Haber, 2000]. Laccumulation anormale
d’(a)-synucléine dans les cellules a été observée au niveau d’autres systemes neuro-
naux (cholinergique, noradrénergique et sérotoninergique) et est maintenant systé-
matiquement incluse dans toute approche physiopathologique de la maladie.

2.1.2 Traitements de la maladie de Parkinson

Il n'existe pas de traitement curatif de la maladie de Parkinson. La Figure 2.1
présente une synthese des différentes approches thérapeutiques actuellement pos-
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sibles. Seuls les traitements médicamenteux et la SCP vont étre évoqués.

Growth factors i .
Ventral midbrain (NTN)™ Early diagnosis®
neurons GAD-STN Neuroprotective therapies*
Stemn cell” DA enzymes- Disease prevention™
T e

STRIATAL GENE ™ SPECT-DAT

TRANSPLANTS THERAPY ‘ F,VD genes imaging
JNHS ZEZ;AFJQKSY BIOMARKERS DISCOVERY ‘

PARKINSON'S
DISEASE

‘ PHARMACOTHERAPY ’ ‘ FUNCTIONAL NEUROSURGERY
NON-
[DOPAMINEF!GIC][ i ] { DBS ‘ L LESION
L-Dopa Adenosine A2AR SéTP'*I‘
Dopamine Rec. Amantadine .

Agonists MGIuR 4,5 drugs® kg iyt Thalamus-Vim
MAO-B inhibitors Muscarinic receptor- PPN* GPl
COMT inhibitors related compounds™ M1* STN*

Duodenal NE, 5-HT receptor- 21

L-Dopa related drugs™
FIGURE 2.1 - Approches thérapeutiques de la maladie de Parkinson

[Smith et al., 2012]

Approche pharmacologique

La lévodopa (L-Dopa) est le traitement médicamenteux de premier choix
qui permet le rétablissement de la transmission dopaminergique striatale
[Muzerengi and Clarke, 2015]. Malheureusement, la L-Dopa produit de nombreux
effets secondaires sur le long terme [Ahlskog and Muenter, 2001]. D’autres ap-
proches thérapeutiques sont maintenant utilisées, en complément ou non du trai-
tement pharmacologique, telles que la SCP ou la thérapie génique [Palfi et al., 2014].

Stimulation cérébrale profonde

Nous avons rappelé au Chapitre 1 l'histoire et le principe de la SCP. Dans le
contexte de la maladie de Parkinson, la SCP a haute fréquence est le traitement de
référence lorsque la prise en charge de la maladie par voie pharmacologique n’est
plus optimale car induisant des fluctuations motrices et des dyskinésies tres inva-
lidantes [Limousin et al., 1995]. Deux cibles principales sont implantées a ’heure
d’aujourd’hui : le noyau subthalamique (STN) et le globus pallidus interne (GPi).
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La SCP du STN ou du GPi produit des effets thérapeutiques similaires a une 1é-
sion de ces deux cibles mais sans détruire les tissus [Kringelbach et al., 2007]. Il
y a maintenant un suivi de plusieurs années sur ces implantations et des études
ont validé l'efficacité de la SCP du STN et du GPi pour la maladie de Parkinson
[Moro et al., 2010b, Weaver et al., 2012], avec un un bénéfice clinique plus important
along terme pour une SCP du STN par rapport au GPi [Odekerken et al., 2013]. De ce
fait, aujourd’hui, la SCP du STN est majoritaire par rapport a la SCP du GPi.

2.1.3 Les troubles de la marche et de I'équilibre a un stade avancé
de la maladie

Les troubles axiaux sont caractéristiques des stades avancés de la maladie de
Parkinson [Gilardi et al., 2001]. Ces troubles comprennent une instabilité posturale,
des troubles de I'équilibre [Dubois, 1993] ainsi que des épisodes de « freezing »
[Giladi et al., 1992] caractérisés par une suspension brutale et involontaire de la
marche. Les patients affectés par le freezing de la marche ne peuvent plus déclen-
cher ou continuer une séquence de marche [Okuma and Yanagisawa, 2008] ce qui
peut entrainer des chutes. Ces symptomes axiaux sont généralement dopa-résistants
et ne répondent pas a la SCP du STN ou du GPi.

Le traumatisme est la sixieme cause de mortalité chez la personne agée et la
majorité des traumatismes sont secondaires a une chute. Méme si les trauma-
tismes graves sont assez rares, les conséquences sont fréquentes (90% des pa-
tients ont peur de chuter, une diminution d’activité ou un traumatisme psycho-
logique). On considere que 40% des institutionnalisations sont secondaires a une
chute [Bloem et al., 2004].

De nombreux travaux cliniques et expérimentaux ont permis d’identifier la MLR
du tronc cérébral comme étant une région essentielle de la physiopathologie des
troubles de la marche et de Iéquilibre.

2.2 Larégion locomotrice mésencéphalique

2.2.1 Nomenclature et localisation anatomique

La MLR est une zone se situant dans le tegmentum mésencéphalique du tronc
cérébral (Figure 2.2) qui, lorsqu’elle est stimulée, initie la locomotion chez différentes
especes animales. Elle fait partie de la formation réticulée et est composée de deux
structures : le noyau pédonculopontin et le noyau cunéiforme.

Ces deux noyaux sont des noyaux ouverts dont les limites sont imprécises par
nature. La description anatomique de la MLR ainsi que les terminologies associées
a ses différentes structures ont toujours été source de confusions. Dans notre étude,
nous ferons référence au noyau pédonculopontin (pedunculopontine nucleus) avec
I'abréviation PPN et au noyau cunéiforme (cuneiform nucleus) avec I'abréviation
CuN.
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FIGURE 2.2 — Tronc cérébral et région locomotrice mésencéphalique (en vert)

Quatre principaux atlas proposent une description anatomique du tronc cé-
rébral chez 'homme [Schaltenbrand and Wahren, 1978, Olszewski and Baxter, 1982,
Paxinos and Huang, 1959, Naidich et al., 2007].

A partir de ces quatre atlas, nous savons que le PPN est une structure allongée qui
s’étend du bord caudal du noyau rouge et la substance noire jusqu’au bord caudal du
mésencéphale au niveau de la jonction ponto-mésencéphalique. Le PPN est délimité
médialement par le pédoncule supérieur cérébelleux et sa décussation, latéralement
par les fibres du systeme lemniscal (lemnisques médian et latéral). Antérieurement,
le PPN est en contact avec la substance noire, ’aire rétrorubrale et le noyau rouge. Au
niveau postérieur, le PPN est contigu avec le locus coeruleus dans sa partie caudale.
Il est limité ventralement par les noyaux du pont et dorsalement par le CuN.

De maniere similaire, le CulN est une structure de la formation réticulée si-
tuée dorsalement au PPN et ventralement aux colliculi (supérieur et inférieur). Elle
s’étend de la jonction ponto-mésencéphalique jusqu’au noyau rouge. Médialement,
le CuN est en contact avec la substance grise périaqueducale et le locus coeruleus
dans sa partie caudale. Latéralement, le CuN est délimité par les fibres lemniscales
(principalement du lemnisque latéral).

Le PPN et le CuN, ainsi que leurs structures adjacentes, sont visibles sur la Fi-
gure 2.3.
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2.2.2 Composition neuronale

La MLR est constituée de populations neuronales hétérogenes d'un point de vue
morphologique et neurochimique. Les différences de composition neuronale entre
le PPN et le CuN permettent de différencier ces deux noyaux ouverts.

Dans la MLR, seul le PPN est composé de neurones cholinergiques associés
au groupe cholinergique Ch5 [Mesulam et al., 1983] et c’est ainsi que sa délimita-
tion est réalisée [Lavoie and Parent, 1994b, Rolland et al., 2009]. Sur la base de la
densité cellulaire des neurones cholinergiques, le PPN est subdivisé en deux ré-
gions [Olszewski and Baxter, 1954] (Figure 2.3) : pars compacta et pars dissipata.
La pars compacta, localisée dorsolatéralement, est composée de neurones cho-
linergiques (entre 80 et 90%) chez 'humain et le primate [Mesulam et al., 1983,
Mesulam et al., 1989]. La pars dissipata, localisée médialement, est constituée a 20%
de neurones cholinergiques [Mesulam et al., 1983, Mesulam et al., 1989].

La présence de neurones glutamatergiques et GABAergiques au sein du PPN
a été bien mis en évidence chez le rongeur et le chat [Clements and Grant, 1990,
Ford et al., 1995, Jia et al., 2003, Mena-Segovia et al., 2009, Wang and Morales, 2009,
Martinez-Gonzalez et al., 2011], mais elle n’a pas été formellement détectée chez le
singe [Lavoie and Parent, 1994a] et n'a jamais été démontrée chez 'homme. Une
topographie des différentes populations neuronales a pu étre établie chez le ron-
geur, avec une plus grande densité de neurones cholinergiques et glutamatergiques
dans la partie caudale et une plus grande densité de neurones GABAergiques dans la
partie rostrale du noyau [Mena-Segovia et al., 2009, Martinez-Gonzalez et al., 2012].
Une telle topographie des différentes populations neuronales du PPN n’a pas été
étudiée chez le primate et 'humain. La co-expression d’acétylcholine avec du
glutamate ou avec du GABA, initialement mise en évidence chez le singe et le
rongeur [Clements and Grant, 1990, Lavoie and Parent, 1994c, Charara et al., 1996,
Wang and Morales, 2009], a été récemment remise en question apres utilisation
d'une technique d’hybridation in situ. Ainsi, cette co-expression au sein des neu-
rones du PPN reste source de débat et de controverse.

Le CuN est différencié du PPN par le fait qu’il ne possede pas de neurones cho-
linergiques. Le CuN est composé de neurones GABAergiques, nitrergiques et pep-
tidergiques [Lavoie and Parent, 1994a, Pose et al., 2000, Ryczko and Dubuc, 2013].
La présence de neurones glutamatergiques n'a été détectée que chez le chat
[Pose et al., 2000].
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Plate XXXITI
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FIGURE 2.3 — Atlas du tronc cérébral au niveau du CuN et du PPN (Planche n°XXXII)
[Olszewski and Baxter, 1982]
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2.2.3 Connectivité de la région locomotrice mésencéphalique

L'étude la connectivité du PPN a été plus étudiée que la connectivité du CulN. Ce-
pendant, au regard des incertitudes anatomiques entre les deux noyaux et I’absence
de labellisation de 'un ou 'autre des noyaux dans certaines études, une grande pru-
dence s'impose dans I'interprétation de ces résultats.

Dans cette section, nous nous intéresserons particulierement aux afférences et
efférences de la MLR chez I’animal ainsi que les données obtenues par IRM de diffu-
sion.

Noyau pédonculopontin

La connectivité du PPN est résumée sur la Figure 2.4 et sera décrite dans les pa-
ragraphes suivants.

[ Cortex ]

A,

[ Striatum ]

Thalamus (noyaux Alre tegmentale [ SN ] [ STN GPi ]
intralaminaires) ventrale

[ Cervelet PPN }7[ Moelle épiniére ]

[ Locus coeruleus Noyaux du Raphé ][ Noyau tegmental latérodorsal ]

FIGURE 2.4 - Principales afférences et efférences du PPN

Afférences Le PPN recoit de nombreuses afférences corticales. Certaines projec-
tions ont pour origine, chez le macaque, les cortex moteurs (primaire, pré-moteur
et les aires motrices supplémentaires) [Matsumura et al., 2000]. De plus, des projec-
tions en provenance du systeme limbique (aires infralimbiques et prélimbiques) vers
le PPN ont été rapportées chez le macaque [Chiba et al., 2001].

Le PPN est également extrémement connecté avec les ganglions de la base. Le
STN émet des projections ipsilatérales excitatrices (glutamatergiques) vers le PPN
qui se terminent préférentiellement sur les neurones non cholinergiques, quelle
que soit 'espéce animale étudiée [Noda and Oka, 1986, Granata and Kitai, 1991,
Spann and Grofova, 1991, Rolland et al., 2011]. Les projections inhibitrices GABAer-
giques du GPi et de la substance noire pars reticulata vers le PPN sont les plus
connues et les plus denses [Shink et al., 1997, Parent et al., 2001, Rolland et al., 2009,
Rolland et al., 2011].

15



CHAPITRE 2. MALADIE DE PARKINSON ET REGION LOCOMOTRICE
MESENCEPHALIQUE

Enfin, il y a des afférences en provenance des noyaux cérébelleux pro-
fonds [Hazrati and Parent, 1992]. D’autres afférences ont été mises en évi-
dence uniquement chez les rongeurs et le chat comme les afférences de la
moelle épiniere [Grunwergand Krauthamer, 1992], des noyaux du Raphé, du
locus coeruleus et du noyau tegmental latéro-dorsal [Semba and Fibiger, 1992,
Martinez-Gonzalez et al., 2011].

Efférences Les efférences du PPN s’organisent selon des projections ascendantes
et descendantes mais certaines de ces projections sont a la fois ascendantes et des-
cendantes [Rye et al., 1987]. Les projections descendantes du PPN atteignent dif-
férents noyaux de la formation réticulée ponto-médullaire a 1'origine du tractus
réticulo-spinal [Sakai et al., 2009] mais aussi le locus coeruleus et les noyaux du Ra-
phé [Rolland et al., 2011]. La projection ascendante principale du PPN atteint les
noyaux périthalamique et intralaminaires du thalamus, et tout particuliérement
les noyaux centre-médian et parafasciculaire) [Steriade et al., 1988, Garcia-Rill, 1991,
Lavoie and Parent, 1994c, Galvan and Smith, 2011a].

Le PPN innerve également l'ensemble des structures des ganglions de la
base, incluant le STN [Lavoie and Parent, 1994c, Muthusamy et al., 2007], le GPi
[Lavoie and Parent, 1994c], la substance noire [Charara et al., 1996, Kitai et al., 1999,
Rohrbacher et al., 2000], I'aire tegmentale ventrale [Alderson etal., 2006] et dans
une tres faible mesure le striatum [Nakano et al., 1990, Lavoie and Parent, 1994b,
Dautan et al., 2014].

IRM de diffusion L’annexe B explicite le principe de I'RM de diffusion et de ses
utilisations, en particulier la tractographie.

En complément des données expérimentales chez I'animal, des études de
connectivit¢ du PPN ont été réalisées par IRM de diffusion et tractogra-
phie chez I'homme et le singe [Aravamuthan et al., 2007, Muthusamy et al., 2007,
Aravamuthan et al., 2009].

Ces trois études proviennent de 1'équipe de Tipu Aziz a Oxford. A partir de
données de diffusion acquises chez 8 sujets sains a 1.5T (60 directions, b = 1 000
s/mm?, voxels de 2 x 2 x 2 mm?) et de la tractographie probabiliste réalisée en par-
tant d'un seul voxel du PPN [Aravamuthan et al., 2007, Muthusamy et al., 2007], des
connexions ont été observées entre le PPN et le cervelet, la moelle épiniere, le thala-
mus, le pallidum, le STN et le cortex moteur.

Ces données obtenues chez 'humain ont été comparées a celles obtenues chez
un macaque apres acquisition d'une IRM de diffusion post mortem a 3T (60 direc-
tions, b = 3 000 s/mm?, voxels de 0.72 x 0.72 x 0.72 mm?3) et d'une tractographie pro-
babiliste réalisée en partant d'un seul voxel du PPN [Aravamuthan et al., 2009]. Les
résultats obtenus sont assez similaires entre les deux especes sauf sur deux points.
Tout d’abord, la tractographie chez le singe ne donne pas de connexion avec le cerve-
let et la moelle épiniere contrairement a la tractographie chez '’homme et aux don-
nées de tracage axonales chez le singe et le rongeur. De plus, la tractographie chez
I’homme ne met pas en évidence de connexion entre le PPN et la substance noire
alors que cette connectivité a été mise en évidence a la fois par tractographie et par
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tracage de voies axonales chez le singe.

Noyau cunéiforme

L'étude de la connectivité du CuN a été plus restreinte que celle du PPN et est
donc moins connue. La connectivité du CuN est résumée sur la Figure 2.5 et sera
décrite dans les paragraphes suivants.

[ Cortex }
Substance grise peri- [ Stri(lltum ]
ventriculaire et
acqueducale /
[ CuN controlatéral ]\ f
[ Amygdale ]—»[ CuN [ Zona incerta ]

[ Locus coeruleus ]// \.

[ Noyaux du Raphé ] [ Noyau trigéminal ] [ Hypothalamus ]

Noyau giganto- | [ Noyau réticulaire ]
cellulaire J | delamédulla

FIGURE 2.5 - Principales afférences et efférences du CuN

Afférences Tout comme pour le PPN, des projections du systeme limbique (aires
infralimbiques et prélimbiques) vers le CuN ont été rapportées chez le ma-
caque [Chibaetal., 2001]. Le CuN recoit des projections de diverses régions de
I'encéphale incluant 'amygdale, la zona incerta, ’hypothalamus, la substance
grise péri-ventriculaire et aqueducale et le CulN controlatéral [Bernard et al., 1989,
Ryczko and Dubuc, 2013]. Chez le primate, le tractus spino-mésencéphalique et une
partie du tractus spinoréticulaire se projettent dans différents sites du mésencéphale
caudal incluant le CuN [Wiberg et al., 1987, Yezierski, 1988, Craig, 1995].

Le CuN est connecté avec les ganglions de la base mais de facon plus limité que le
PPN. Le CuN, contrairement au PPN, recoit beaucoup de projections de la substance
noire pars reticulata et peu de la part du GPi [Rolland et al., 2011].

Efférences Les efférences descendantes du CulN sont vers le locus coeruleus, le
noyau gigantocellulaire, les noyaux du Raphé, le noyau trigéminal et les noyaux ré-
ticulaires de la médulla [Rolland et al., 2011]. Chez le primate des efférences ascen-
dantes vers les neurones dopaminergiques de la substance noire ont été mises en
évidence [Hong and Hikosaka, 2014].

IRM de diffusion A notre connaissance, la connectivité du CuN n’a jamais été étu-
diée par IRM de diffusion chez aucune espece.

17



CHAPITRE 2. MALADIE DE PARKINSON ET REGION LOCOMOTRICE
MESENCEPHALIQUE

2.2.4 Roles de larégion locomotrice mésencéphalique

La MLR est impliquée dans de nombreuses fonctions motrices, cognitives, ou
émotionnelles [Morita et al., 2014]. Les roles de la MLR dans des fonctions comme la
modulation sensorielle [Garcia-Rill, 1991, Datta and Siwek, 1997], la motivation et le
renforcement comportemental [Dormont et al., 1998, Winn, 2008] ne seront pas ex-
plicités. Par contre, nous détaillerons le role de la MLR dans le controle de lalocomo-
tion et des cycles veille/sommeil, fonctions perturbées avec la maladie de Parkinson.

Locomotion

La MLR a été initialement décrite en 1966 par stimulation électrique
de la partie caudale du tegmentum mésencéphalique d'un chat décérébré
[Shik et al., 1966]. Elle se définit fonctionnellement comme un des centres supra-
spinaux qui déclenche une locomotion lorsqu’une stimulation répétitive est
délivrée dans la partie caudale du mésencéphale. La MLR a par la suite été iden-
tifiée en utilisant la stimulation chimique ou électrique dans de nombreuses
especes animales incluant la lamproie, la salamandre, les rongeurs, le lapin,
le cochon d’inde [Garcia-Rilletal., 1987, Armstrong, 1988, Bernauetal., 1991,
Marlinsky and Voitenko, 1991, Sirota et al., 2000, Cabelguen et al., 2003,
Takakusaki et al., 2003, Garcia-Rill et al., 2004, Jordan et al., 2008]. La stimula-
tion électrique ou chimique de la MLR chez un animal décérébré induit une
augmentation du tonus postural permettant a I’animal de se tenir sur ses pattes,
puis des épisodes de locomotion se produisent. De plus, la cadence de lalocomotion
est en relation avec l'intensité de courant délivré de telle sorte qu'une augmen-
tation d’intensité se traduit par un passage de la marche au trot puis au galop
[Le Ray et al., 2011].

Chez le primate, une étude fait référence a un centre locomoteur situé dans le
mésencéphale [Eidelberg et al., 1981]. L'objectif de cette étude était la mise en évi-
dence chez un primate normal ou décérébré d’'une marche spinale par stimulation
électrique ou chimique apreés une section de la moelle au dessus de I’élargissement
lombo-sacrale. Les différents protocoles de stimulation de la moelle ont tous échoué
a induire une marche. Cependant, les auteurs ont réussi a mettre en évidence "une
région de controle de la locomotion" en stimulant électriquement une aire posté-
rieure du STN et une région dans le tegmentum mésencéphalique qu'ils identifient
comme étant le CuN. Plus récemment, I'implication des neurones cholinergiques du
PPN dans le controle de la locomotion chez le primate a été mis en évidence par lé-
sion chimique de ces neurones et I'apparition de troubles locomoteurs et posturaux
[Karachi et al., 2010]. En 2016, une étude optogénétique chez la souris a étudié le
role spécifique de chaque population neuronale de la MLR (cholinergique, glutama-
tergique et GABAergique) dans 'induction de la locomotion [Roseberry et al., 2016].
L'activation des neurones glutamatergiques entraine une locomotion dont la vitesse
est corrélée a la fréquence de stimulation. L'activation des neurones GABAergiques
induit une décélération et un arrét systématique de lalocomotion alors que I'activa-
tion des neurones cholinergiques n’entraine pas la locomotion mais une augmenta-
tion de la vitesse lorsque la souris est déja en mouvement de marche.
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Chez 'humain, en utilisant 'RM fonctionnelle, il a été montré que la région en-
globant le CuN et la partie dorsale du PPN était activée dans une tache de marche
imaginaire [Jahn et al., 2008b, Jahn et al., 2008a, Karachi et al., 2010].

L'ensemble de ces travaux suggere que 'activité des neurones du PPN joue un
role prépondérant dans l'initiation et la maintenance de la locomotion ainsi que
dans la stabilité posturale. Cependant, le role précis du PPN, du CuN et de leurs po-
pulations neuronales dans le contrdle de la locomotion chez I'humain n’'a pas été
établi avec certitude.

Veille et sommeil

Les premiéres expériences démontrant I'implication de la formation réticu-
lée du tronc cérébral dans le contrdle des cycles veille-sommeil datent de 1949
[Moruzzi and Magoun, 1949]. Chez le chat anesthésié, le systeme réticulé activa-
teur ascendant (SRAA) fut identifié par la stimulation électrique du tegmentum mé-
sencephalique induisant un éveil cortical alors que sa lésion induit un coma. Ce
systeme a pour origine des structures centrales de la formation réticulée tegmen-
tum mésencephalique : les noyaux du Raphé, le locus coeruleus, le noyau latéro-
dorsal tegmental et le PPN. Ces deux derniers sont considérés comme le bras cho-
linergique du SRAA [Shute and Lewis, 1967, Steriade et al., 1988, Steriade et al., 1990,
Steriade, 1996, Skinner et al., 2004, Mena-Segovia et al., 2008a].

Une diminution d’activité électrique des neurones du PPN a été mise en évi-
dence chez le chat et le rongeur durant des phases de sommeil a onde lente na-
turelle [Steriade et al., 1990, Datta and Siwek, 2002]. Ce systéme ascendant parallele
composé par des structures réticulaires du tegmentum mésencephalique et des
noyaux intralaminaires du thalamus permet de transmettre des informations sen-
sitives non-spécifiques jusqu’'a 'ensemble des aires corticales pour moduler I’état
d’éveil, de vigilance et attentionnel [Kobayashi et al., 2002]. Les projections axonales
et dendritiques des neurones cholinergiques du PPN qui diminuent leurs activi-
tés durant les phases de sommeil, ont été mises en évidence et se projettent sur
les noyaux intralaminaires du thalamus via de nombreuses collatérales ascendantes
[Mena-Segovia et al., 2008a].

Les neurones cholinergiques du PPN, de part leurs projections massives sur
les neurones dopaminergiques de la substance noire [Lavoie and Parent, 1994a]
et leurs efférences sur les noyaux intralaminaires du thalamus, ont une posi-
tion importante pour moduler l'activité des ganglions de la base en mainte-
nant le niveau d’attention optimal pour la réalisation d'une tache et conjoin-
tement moduler l'activit¢ des neurones de la voie descendante réticulos-
pinale [Matsumoto et al., 2001, Kobayashi et al., 2002, Mena-Segovia et al., 2008b,
Galvan and Smith, 2011b, Smith et al., 2011]. Chez le primate, les neurones du PPN
sont impliqués a la fois dans la locomotion mais aussi le controle des cycles veille-
sommeil [Goetz et al., 2016]. La possibilité que les neurones du PPN puissent alors
étre impliqués a la fois dans différents processus tels que le maintien du niveau
d’éveil, la régulation du sommeil paradoxal, et des fonctions motrices est mainte-
nant envisagée chez I’humain.

19



CHAPITRE 2. MALADIE DE PARKINSON ET REGION LOCOMOTRICE
MESENCEPHALIQUE

2.2.5 Région locomotrice mésencéphalique et maladie de Parkin-
son

La dégénérescence des neurones cholinergiques du PPN (environ 40%) a
été mise en évidence sur du tissu humain post mortem de patients parkinso-
niens [Hirsch et al., 1987, Jellinger, 1988]. Limportance de cette perte est corrélée
a la sévérité de la perte des neurones dopaminergiques de la substance noire
[Zweig et al., 1989] et a la sévérité des symptomes parkinsoniens [Rinne et al., 2008].
Une autre étude a mis en évidence une corrélation significative entre cette dégéné-
rescence des neurones cholinergiques du PPN et I'occurrence des chutes et des épi-
sodes de freezing chez le patient parkinsonien (Voir Figure 2.6) [Karachi et al., 2010].

Des modifications structurelles de la MLR, détectées en imagerie par analyse
VBM (Voxel-Based Morphometry), ont été mises en évidence chez les patients par-
kinsoniens ayant un freezing de la marche [Snijders et al., 2011]. De plus, des enre-
gistrements extracellulaires chez des patients parkinsoniens avec des troubles de la
marche pendant la procédure de SCP visant la région du PPN ont permis de montrer
que certains neurones de la MLR augmentent ou diminuent leur activité de décharge
durant toute la durée de la tache de marche imaginaire [Piallat et al., 2009].

-
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FIGURE 2.6 — Dégénérescence des neurones cholinergiques du PPN. A : Cartographie
neurones cholinergiques sur un cerveau d'un sujet sain. B : Neurones cholinergiques
marqués du PPN sur coupes axiales d'un sujet sain, d'un patient parkinsonien non-
chuteur et d'un patient parkinsonien chuteur. C : Nombre total de neurones choli-
nergiques pour les trois groupes étudiés [Karachi et al., 2010]

1]

Total number of
AChE* neurons

2.2.6 Stimulation cérébrale profonde du noyau pédonculopontin

Comme nous l'avons vu précédemment, le PPN recoit des afférences GA-
BAergiques de la substance noire pars reticulata et du GPi. Celles-ci étant hy-
peractives a l'état parkinsonien [Herrero et al., 1996], elles induisent une hypo-
activit¢ du PPN, comme montré chez un modele de primates parkinsoniens
[Gomez-Gallego et al., 2007]. La SCP basse fréquence du PPN fut donc proposée chez
les patients parkinsoniens souffrant de troubles de la marche et de I’équilibre résis-
tants a la L-Dopa afin d’'induire une excitation du réseau neuronal et ainsi amélio-
rer les signes moteurs invalidants. Signalons qu'une SCP a haute fréquence du PPN
(équivalente a une lésion) empéche la transmission du message nerveux et induit
des déficits posturaux et de locomotion chez un modeéle de primates parkinsoniens
[Karachi et al., 2010].
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Deux premieres études ont démontré la faisabilité de la SCP du PPN
a basse fréquence et les résultats préliminaires étaient encourageants
[Mazzone et al., 2005, Plaha and Gill, 2005]. Suite a cela, d’autres équipes ont
cherché a évaluer l'efficacité de la SCP du PPN pour traiter le freezing de la marche
[Stefani et al., 2007, Pereira et al., 2008, Ferraye et al., 2010, Moro et al., 2010a,
Peppe et al., 2010, Shimamoto et al., 2010, Acar et al., 2011, Aviles-Olmos et al., 2011,
Thevathasan et al., 2011, Khan etal., 2012, Welter et al., 2015, Mestre et al., 2016].
Les effets cliniques obtenus par ces études sont trés hétérogénes et n'ont pas
permis de valider ceux obtenus dans les études préliminaires. Il est difficile
d’interpréter les résultats de la littérature a cause de la grande variabilité des
protocoles utilisés : nombre de patients relativement faible, protocoles "ou-
vert" ou en "double aveugle", SCP bilatéral ou unilatéral, différentes fréquences
de stimulation, et sites d’implantation qui differe entre les études. La locali-
sation du site d’implantation dans le PPN, et plus généralement dans la for-
mation réticulée mésencéphalique, reste un point majeur non encore résolu
dans la communauté scientifique et a été la source de nombreuses controverses
[Mazzone et al., 2005, Yelnik et al., 2007, Zrinzo and Zrinzo, 2008, Alam et al., 2011].
En effet, il y a de grandes variabilités anatomiques interindividuelles du tronc
cérébral humain (comme son angulation par rapport au cerveau) et le référentiel
stéréotaxique de Talairach (basée sur des reperes du III*™¢ ventricule et ne prenant
pas en compte I'angulation du tronc) n’est donc pas adapté aux implantations
d’électrodes dans le tronc cérébral et peut conduire a des erreurs de ciblage. De
plus, il y a un manque de connaissances anatomo-fonctionnelles de la MLR et
certaines équipes décrivent le CuN comme la principale région impliquée dans la
locomotion [Piallat et al., 2009] alors que d’autres ciblent une structure qui semble
plus profonde que le PPN [Thevathasan et al., 2011].

Cette nouvelle approche thérapeutique, méme si elle semble prometteuse, reste
encore pour certains auteurs non satisfaisante d'un point de vue clinique pour étre
validée et pour traiter les troubles de la marche et de 1'équilibre apparaissant a
un stade avancé de la maladie de Parkinson [Pereira et al., 2008, Ferraye et al., 2010,
Moro et al., 2010a, Acar et al., 2011, Thevathasan et al., 2011].

2.3 Conclusion

La MLR est une région se situant dans le tegmentum mésencéphalique du tronc
cérébral et qui est constituée du PPN et du CuN. Les différences de composition neu-
ronale entre le PPN et le CuN permettent de différencier ces deux noyaux ouverts
puisque seul le PPN contient des neurones cholinergiques contrairement au CuN.
Les roles spécifiques de ces deux noyaux sont encore assez peu connus, particulie-
rement chez le primate non-humain et '’humain. Mieux connaitre la connectivité et
le fonctionnement du PPN et du CulN permettrait de préciser la cible de la SCP pour
les patients parkinsoniens souffrant de troubles de la marche a un stade avancé de la
maladie.

Une fois la cible choisie, il nous semble nécessaire d’avoir un atlas 3D déformable
du tronc cérébral humain combinant de I'RM anatomique, de 'IRM de diffusion et
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de I'histologie (marquage des neurones cholinergiques dans le cadre de la SCP du
PPN). In fine, cet atlas sera recalé sur les IRM de patients opérés pour une SCP du
PPN afin de personnaliser la cible optimale et d’éviter que la trajectoire de 1’élec-
trode de stimulation ne passe par certains faisceaux de fibres provoquant des effets
secondaires.
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Dans ce chapitre, nous étudierons la deuxiéme cible de neuromodulation d’in-
térét de ce travail de these : le noyau ventral intermédiaire (Vim) situé dans la
masse latérale du thalamus et nommé Vim selon Hassler [Hassler, 1959]. Le Vim
peut aussi se nommer la partie ventrale et postérieure du noyau postérieur latéral
ventral (Vlp) selon la nomenclature d'Hirai et Jones que nous n’allons pas adopter
[Hirai and Jones, 1989]. Les méthodes permettant son ciblage pour la neuromodula-
tion dans le cadre des tremblements essentiels seront décrites ainsi que leurs limita-
tions actuelles.

3.1 Lestremblements essentiels : généralités

Le tremblement essentiel se définit principalement par un trouble du mouve-
ment caractérisé par un tremblement d’action bilatéral (symétrique) qui affecte les
bras, la téte, le cou et/ou la voix, ainsi qu’'occasionnellement les jambes, le menton
ou le tronc [Louis, 2009].

Ce trouble moteur d’origine neurologique est considéré comme le trouble du
mouvement le plus commun chez I'adulte [Louis, 2009]. Cependant, il est assez dif-
ficile d’évaluer sa prévalence avec précision, puisque le tremblement essentiel de-
meure souvent mal diagnostiqué. On estime sa prévalence entre 0.4 et 6% dans la
population générale et jusqu’'a 21.7% chez les personnes agées de plus de 95 ans
[Louis et al., 1995].

3.2 Traitements des tremblements essentiels

3.2.1 Médicamenteux

Aucun traitement curatif n’est disponible a ce jour. Les traitements utilisés au-
jourd’hui ont pour but de minimiser les symptémes moteurs des patients atteints
de tremblements essentiels en réduisant principalement 'amplitude des tremble-
ments. Les médicaments les plus couramment utilisés sont le propranolol et la pri-
midone avec un taux d’efficacité respectif de 60% et de 50% [Rajput et al., 2004].
Les contre-indications et les effets indésirables des bétabloquants, relativement fré-
quents, constituent autant de limites a leur utilisation.

3.2.2 Neuromodulation

La SCP dans le cadre des tremblements essentiels est un traitement alterna-
tif utilisé dans les cas ou aucun autre traitement curatif n'est adapté. Le patient
doit souffrir de symptémes moteurs graves qui affectent de maniere importante
ses activités quotidiennes et 'empéchent de subvenir a ses besoins sans aide
[Zesiewicz et al., 2005]. Le Vim du thalamus est la cible principale de la chirurgie sté-

réotaxique pour les tremblements essentiels.
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La découverte du Vim comme cible neurochirurgicale pour traiter les tremble-
ments essentiels tient a la fois de la science et du hasard. En effet, I'histoire rapporte
qu'un éleve d’Irving Cooper croyant réaliser une pallidotomie a obtenu une sup-
pression totale du tremblement. Or les radiographies stéréotaxiques per-opératoires
ont montrées que la lésion censée se situer au niveau du pallidum se trouvait en
réalité dans le thalamus ventro-latéral. Ceci encouragea par la suite Cooper a pra-
tiquer de nombreuses cryothalamotomies [Cooper et al., 1958]. Parallelement dans
les années 60’, grace a des enregistrements électrophysiologiques, Albe-Fessard et
son équipe ont trouvé au sein du Vim des cellules ayant une activité électrique
synchrone du tremblement encore appelées «tremor cells» ou trémorosynchrones,
ainsi que et des neurones kinesthésiques disposés selon une organisation somato-
topique [Albe-Fessard et al., 1961, Albe-Fessard et al., 1963]. De part sa grande effi-
cacité la cible Vim a rapidement et largement conquis une trés large majorité de
neurochirurgiens stéréotacticiens. Au cours de ces thalamotomies, il a été mon-
tré que la stimulation au dela de 100 Hz permettait de réduire le tremblement
[Hassler et al., 1960, Ohye et al., 1964]. Cette observation a conduit, une vingtaine
d’année plus tard, a placer une électrode de stimulation au sein du Vim pour obtenir
le méme effet sur le tremblement [Benabid et al., 1996]. D’une chirurgie lésionnelle
aux effets indésirables irréversibles, on passait ainsi a une chirurgie modulatrice,
adaptable et réversible. De plus, la SCP du Vim permet de supprimer certains ef-
fets indésirables fréquemment observés lors des thalamotomies bilatérales tels que
les troubles de la parole et de I'équilibre. Ainsi, la SCP du Vim, autrefois réservée
comme deuxieme recours pour stimuler le thalamus contralatéral chez un patient
ayant déja eu une thalamotomie, est devenue la technique de premiére intention
avec une morbidité moindre des procédures bilatérales [Tasker, 1998]. De nos jours,
la SCP a haute fréquence du Vim est efficace pour 60-80% des patients atteints de
tremblements essentiels [Shinoda et al., 1993].

3.3 Lethalamus

Le thalamus est une structure symétrique, de forme ovoide, qui représente 80%
du diencéphale qui est constitué des thalamus, hypothalamus, épithalamus et sous-
thalamus (Figure 3.1).

Cette région est le relais de toutes les informations sensitives et sensorielles mais
aussi motrices qui se rendent aux différentes aires corticales. Le thalamus joue ainsi
un role essentiel dans la sensibilité, la motricité, 1'excitation corticale (vigilance)
comme dans les circuits d’'intégration de I'affectivité, de '’humeur et de la mémoire.
Chaque noyau du thalamus est relié par la radiation thalamique (une partie de la
capsule interne) de fagon réciproque avec une partie bien précise du cortex cérébral.

La présence de lames médullaires, faites de fibres myélinisées, permet de subdi-
viser le thalamus en différents groupes nucléaires. La Figure 3.2 est une vue schéma-
tique des différents noyaux thalamiques.
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FIGURE 3.1 — Vue tridimensionnelle du thalamus en rouge
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FIGURE 3.2 — Vue schématique du thalamus droit. ATN = noyau antérieur; LDN =
noyau latéral dorsal ; LN = noyau latéral ; IML = lame médullaire interne ; ILN = noyau
intralaminaire ; MDN = noyau dorsomédian; Pu = Pulvinar; VL = noyau ventral la-
téral; VA = noyau ventral antérieur; VLp = noyau postérieur latéral ventral; Vim =
noyau ventral intermédiaire ; VPm = noyau postérieure médial.
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3.4 Anatomie et connectivité du noyau ventral intermé-
diaire

Le Vim, est un petit noyau (10 x 10 x 3 mm?3) composé de larges neurones activa-
teurs glutamatergiques.

Ce noyau est un relais entre le cervelet et le cortex cérébral et est par-
fois aussi nommé territoire cérébelleux. Le Vim recoit des axones de tous les
noyaux cérébelleux profonds mais en particulier du noyau dentelé [Percheron, 1977,
Asanuma et al., 1983]. Le Vim est composé de deux parties, externe (VimE) et in-
terne (Viml). La cible corticale élective du VimE est le cortex moteur primaire
[Schell and Strick, 1984, Orioli and Strick, 1989]. Les afférences cérébelleuses y sont
organisées selon une carte somatotopique ou la jambe est rostrodorsolatérale et la
face médiale [Vitek et al., 1994]. Il recoit aussi des axones du vestibule et du faisceau
spinothalamique. Le Viml recoit essentiellement des informations associatives du
noyau dentelé ventral mais aussi des axones tectaux et spinothalamiques. Les neu-
rones thalamocorticaux de Viml envoient leurs axones au cortex prémoteur et parié-
tal. La figure 3.3 explicite la connectivité du Vim.

La voie cérébello-thalamo-corticale serait le siege d’altérations du fonctionne-
ment normal des neurones. Une augmentation anormale de l'activité des neurones
thalamiques du Vim serait responsable des troubles du contréle moteur et du trem-
blement observé lors des mouvements [Rincon and Louis, 2005]. La stimulation a
haute fréquence du VimE ou sa thermocoagulation entrainerait une normalisation
de ces anomalies, corrigeant ainsi le tremblement, voire méme le supprimant dans
certains cas [Shinoda et al., 1993].

Cortex cérébral
Cortex moteur primaire Cortex prémoteur Cortex pariétal

t
T o !

Noyau dentelé dorsal Noyau dentelé ventral
Axones du vestibule Axones tectaux
Axones spinothalamiques Axones spinothalamiques

FIGURE 3.3 — Connectivité fonctionnelle du Vim
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3.5 Ciblage du noyau ventral intermédiaire

Compte tenu des progres récents de I'imagerie médicale, des cibles pour la SCP
comme le STN ou le GPi peuvent étre identifiées de maniere fiable et ciblées direc-
tement avec I'IRM conventionnelle [Hirabayashi et al., 2002]. Cependant, actuelle-
ment, la résolution et le contraste inadéquats empéchent I'utilisation d'un ciblage
basé sur 'imagerie anatomique pour le Vim [Benabid et al., 2002]. Un ciblage indi-
rect reste donc la méthode la plus utilisée et différentes méthodes peuvent étre utili-
sées pour estimer I'emplacement du Vim.

La méthode de ciblage la plus utilisée actuellement repose sur le diagramme de
Guiot ou les coordonnées du Vim sont données par extrapolation en mesurant des
distances a partir de reperes reconnaissables tels que les commissures antérieure et
postérieure, et la hauteur du thalamus [Guiot et al., 1967]. Ces repéres peuvent étre
localisés sur une ventriculographie [Guiot and Deréme, 1969], par tomodensitomé-
trie [Spiegelmann and Friedman, 1991], ou par IRM [Machado et al., 2006]. Les co-
ordonnées sont déduites a 'aide de schémas géométriques proportionnels, en sup-
posant que les proportions sont applicables a tout individu. La figure 3.4 illustre le
diagramme de Guiot. D’autres auteurs préconisent la visualisation directe des struc-
tures anatomiques bordant les noyaux moteurs du thalamus, tels que la capsule in-
terne et la paroi du troisieme ventricule [Hua et al., 2002].

Cependant, certaines équipes utilisent des atlas; comme le groupe de la Pitié-
Salpétriere qui utilise un atlas 3D déformable combinant une IRM anatomique a
del'information anatomique provenant de coupes histologiques [Yelnik et al., 2007].
Cet atlas, ou les ganglions de la base et le thalamus ont été identifiés et tracés grace
a différents marqueurs histologiques puis reconstruits en 3D, est recalé sur I'IRM
des patients candidats a la SCP permettant une visée « directe » du thalamus in-
dividuel [Bardinet et al., 2009]. La comparaison de la cible trouvée avec cet atlas
et la cible trouvée avec le diagramme de Guiot montre une différence de ciblage
et que la cible de Guiot est trop latérale [Bardinet et al., 2011]. D’autres atlas sont
existent et e groupe de I'université de Floride utilise lui une version digitalisée de
I'atlas de Schaltenbrand-Bailey pour cibler le Vim [Schaltenbrand and Wahren, 1977,
Papavassiliou et al., 2008].
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FIGURE 3.4 — Diagramme de Guiot. Selon Guiot, la cible Vim répond aux coordon-
nées suivantes : 3/12¢m¢ de la distance CA-CP en avant de CP pour la coordonnée
antéro-postérieure (y), a hauteur du plan CA-CP pour la cordonnée verticale (z) et
entre 13 et 16 mm de part et d’autre de la ligne médiane pour la coordonnée médio-
latérale (x). La coordonnée x est fréquemment ajustée en fonction de la largeur du
3¢me yentricule. Classiquement pour le Vim, la coordonnée x se situe a 11,5 mm du
bord latéral ispilatéral du thalamus ou encore a 11,5 mm + (largeur V3/2) a partir de
la ligne médiane.

Une préoccupation majeure du ciblage indirect est le manque de précision in-
hérent a la technique car elle ne tient pas assez compte de la variabilité interindi-
viduelle des tailles cérébrales et de 'asymétrie possible entre les deux hémispheres
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d’'un méme individu [Hirabayashi et al., 2002]. Pour compenser cette précision limi-
tée, des équipes ont mis au point des méthodes électrophysiologiques visant a re-
connaitre des modéles de décharge spécifiques de neurones pour placer de fagon
optimale I'électrode dans le Vim [Benabid et al., 1996]. Cependant, cette approche
expose le patient a des risques supplémentaires liés aux multiples voies cérébrales
nécessaires pour obtenir des évaluations physiologiques et au fait que la chirurgie
est plus longue. La visualisation directe du Vim semble donc souhaitable pour amé-
liorer la précision du ciblage et réduire le nombre de procédures invasives.

Comme les faisceaux de matiere blanche participent aux effets de la SCP
[Gabriéls et al., 2003, Hamel et al., 2003], I’étude de ces faisceaux avec 'IRM de dif-
fusion offre une nouvelle possibilité de ciblage. En effet, 'IRM de diffusion permet
de subdiviser le thalamus dans son ensemble en se basant sur sa connectivité cor-
ticale [Behrens et al., 2004]. Pour chaque voxel du thalamus, une tractographie pro-
babiliste est réalisée vers chacune de ces régions corticales cibles : préfrontale, aire
motrice primaire, cortex pré-moteur et l’aire motrice supplémentaire, somatosenso-
rielle, temporale, postérieure pariétal et occipital. Chaque voxel est représenté par
un vecteur C de taille 7 (le nombre de régions corticales cibles) ou chaque valeur est
le nombre de fibres atteignant cette région. En réalisant cette opération pour tous les
voxels du thalamus, une carte de probabilité est obtenue pour chaque région cible.
A partir des cartes de probabilités, les voxels du thalamus sont classés en prenant le
maximum de connectivité. Ainsi, un voxel ayant son maximum de connectivité avec
larégion temporale est classé « temporal ». La figure 3.5 montre les résultats obtenus
en IRM de diffusion sur le thalamus. Ces résultats sont comparables aux données
histologiques de la littérature [Johansen-Berg et al., 2005].

FIGURE 3.5 — Parcellisation du thalamus chez 11 sujets [Johansen-Berg et al., 2005].
Le Vim est en orange sur la figure et ses voxels sont connectés a |’aire motrice pri-
maire.
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Cette subdivision du thalamus a été utilisée avec succes pour le ciblage
du Vim et pour traiter les tremblements essentiels [Pouratianetal., 2011,
Hyam et al,, 2012, Lujan et al., 2012, Hunsche et al., 2013, Sudhyadhom et al., 2013,
Anthofer et al., 2014, Torres et al., 2014, Avecillas-Chasin et al., 2016]. D’autres
équipes utilisent I'RM de diffusion pour cibler, avec succes, le faisceau dentoru-
brothalamique (et non pas le Vim) qui est le faisceau de matiere blanche reliant le
noyau dentelé dorsal au VimE [Coenen et al., 2011, Calabrese et al., 2015].

3.6 Conclusion

Appliquée depuis maintenant plus d'un demi siecle, la neuromodulation a haute
fréquence du Vim du thalamus est efficace chez 60-80% des patients atteints de
tremblements essentiels [Shinoda et al., 1993]. Différentes méthodes de ciblages du
Vim, directes ou indirectes, existent : diagramme de Guiot, par recalage d’atlas ou
des méthodes basées sur I'IRM de diffusion. Toutes ces techniques ont été utilisées
avec succes pour le ciblage du Vim mais aucune étude, a notre connaissance, ne s’est
attachée aregarder siles cibles étaient anatomiquement localisées au méme endroit.
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4 Objectifs de la these

L'objectif général de cette these est de mieux caractériser les structures cérébrales
impliquées dans la neuromodulation pour optimiser le ciblage et, ainsi, augmenter
les bénéfices thérapeutiques pour les patients et mieux comprendre les résultats de
la neuromodulation.

Le premier axe de recherche porte sur la région locomotrice mésencéphalique
qui, comme nous I’avons vu au Chapitre 2, est une cible en cours d’évaluation pour
les patients parkinsoniens souffrant de troubles de la marche et de I'équilibre. Les
noyaux du PPN et du CuN, qui constituent cette région, sont impliqués dans la lo-
comotion mais leurs roles spécifiques sont encore assez peu connus chez le primate
humain et non humain. Nous avons, en premier lieu, exploré la connectivité anato-
mique de cette région chez le singe et 'homme pour déterminer si le PPN et le CuN
appartiennent a des circuits anatomiques différents (Chapitre 5). Les résultats de ce
premier projet ont été publiés [Sébille* et al., 2017] et nous ont amené a considérer
que le PPN est la cible de neuromodulation a privilégier pour améliorer les troubles
de la marche et de I’équilibre dont souffrent les patients parkinsoniens.

Or, une perte de neurones cholinergiques du PPN a été démontrée chez les pa-
tients parkinsoniens par rapport aux sujets sains. Idéalement, il faudrait cibler la ré-
gion du PPN ou la densité des neurones cholinergiques restants est maximale afin
d’augmenter les bénéfices thérapeutiques de la neuromodulation. Le second projet
a donc consisté a étudier la topographie 3D de la perte de neurones cholinergiques
du PPN chez différentes populations pathologiques par rapport a des sujets sains
(Chapitre 6). Ce travail fait 'objet d'un article en préparation.

Enfin, afin de cibler cette densité maximale de neurones cholinergiques du PPN
pour chaque patient candidat a la SCP, un atlas 3D déformable du tronc cérébral hu-
main sain post mortem sera construit. Il combinera techniques histologiques pour
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mettre en évidence les différentes populations neuronales et de I'RM anatomique
et de diffusion a tres haut champ (11.7T) (Chapitre 7). In fine, cet atlas sera recalé
sur les IRM de patients opérés pour une SCP du PPN afin de personnaliser la cible
optimale et d’éviter que la trajectoire de I'électrode de stimulation ne passe par cer-
tains faisceaux de fibres provoquant des effets secondaires. Les acquisitions IRM post
mortemréalisées a treés haut champs (11.7T) ont exigées la mise au point d'un proto-
cole d'imagerie expérimental. La mise au point de ce protocole a été réalisée a partir
d'un cerveau de macaque post mortem et fait I'objet d'un article en préparation. Ce
protocole a ensuite été appliqué au tronc cérébral humain post mortem et donnera
lieu a un futur article.

Le second axe de recherche concerne le Vim du thalamus qui est la cible usuelle
pour les tremblements essentiels. Nous avons vu au Chapitre 3 que différentes mé-
thodes de ciblages du Vim existent : diagramme de Guiot, recalage d’atlas, méthodes
basées sur 'IRM de diffusion, etc... Ces techniques ont été utilisées avec succes pour
le ciblage du Vim lors de sa neuromodulation pour améliorer le tremblement essen-
tiels des patients. A notre connaissance, aucune étude n’a jamais démontré que ces
différentes méthodes résultaient en une méme région du Vim localisée. Notre objec-
tif a donc été d’appliquer ces méthodes de ciblage du Vim sur les mémes sujets et de
comparer les différentes localisations obtenues (Chapitre 8).
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CHAPITRE 5. ETUDE DE LA CONNECTIVITE ANATOMIQUE DE LA REGION
LOCOMOTRICE MESENCEPHALIQUE

5.1 Présentation del’étude

5.1.1 Introduction et objectifs

La MLR est une structure du tronc cérébral se retrouvant chez les vertébrés. Nous
avons vu au Chapitre 2 que la MLR joue un role crucial dans la locomotion mais
également dans d’autres fonctions telles que la veille sommeil, les processus atten-
tionnels, d’apprentissage, de récompense et de renforcement. La MLR se compose
du PPN et du CuN, deux noyaux dont les roles spécifiques sont peu connus chez les
singe set 'homme. Si les études anatomiques ont montré I'existence de connexions
entre le PPN et les ganglions de la base, le thalamus et la formation réticulée bulbaire,
il reste a déterminer les territoires anatomo-fonctionnels sur lesquels ces projections
se font. De plus, la connectivité du CuN a été peu étudiée. Ces informations appor-
teraient une meilleure compréhension des roles spécifiques du PPN et du CuN dans
les fonctions motrices, cognitives et émotionnelles chez le singe et 'homme.

Ainsi, avec cette étude, nous avons cherché a caractériser la connectivité anato-
mique, chez le singe et 'homme, du PPN et du CuN vers et a partir des ganglions
de la base, du thalamus, de 'amygdale et du cortex, avec un intérét spécifique pour
l'identification des territoires anatomo-fonctionnels. A cette fin, nous avons utilisé
des techniques d'IRM de diffusion chez’homme et de tracage de voies axonales chez
le singe.

5.1.2 Matériel et méthodes

L'étude de la connectivité chez '’homme s’est faite par IRM de diffusion chez 30
sujets sains provenant du "Human Connectome Project" !. Nous avons réalisé des
tractographies probabilistes en partant du PPN ou du CuN vers des régions cibles.
Ensuite, nous avons sélectionné les extrémités de fibres se terminant dans ces ré-
gions cibles pour créer une carte de densité de connexion. Ces cartes ont ensuite été
seuillées et binarisées pour ’analyse statistique des résultats de connectivité anato-
mique chez les 30 sujets.

Par ailleurs, une étude de la connectivité du PPN et du CuN chez le singe a été
réalisée en parallele. Lanalyse des résultats a fait 'objet d'un travail de these (H.
Belaid) qui ne sera pas détaillée ici. Des injections du traceur BDA (Biotin Dextran
Amine), traceur a la fois antérograde et rétrograde, ont été effectuées chez 5 ma-
caques adultes. Les singes ont été sacrifiés 13 jours post-injection et les cerveaux
extraits ont été coupés au microtome a congélation en coupes de 50 um perpendi-
culaires a la ligne CA-CP. Les corps cellulaires et terminaisons nerveuses ayant capté
le traceur ont été mis en évidence par immunohistologie puis cartographiés a I'aide
d’'un microscope relié a un ordinateur.

1. http://www.humanconnectomeproject.org/
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5.1.3 Principaux résultats

Nous avons constaté que les connexions de la MLR sont fortement conservées
entre le macaque et 'homme. Concernant les connexions corticales, le PPN est
connecté aux cortex moteur primaire et pré-moteur de facon prépondérante mais
aussi aux cortex associatif et limbique avec de plus faible connections. Chez le singe,
une connectivité plus forte entre le PPN antérieur et le cortex moteur a été mise
en évidence, suggérant une organisation topographique de cette projection. Le PPN
projette vers les territoires sensori-moteur, associatif et limbique des ganglions de la
base (GPi, GPe, STN, substance noire et |'aire ventrale tegmentale), vers les noyaux
médian et parafasciculaire du thalamus et vers le noyau central de I’amygdale. Le
GPi et le STN sont les deux structures ou la connectivité avec le PPN est la plus forte.
Aucunes connections entre le PPN et le striatum n’ont été mises en évidence.

Le CuN projette sur des structures cérébrales similaires au PPN mais dans des
territoires anatomo-fonctionnels différents. En effet, ses projections sont beaucoup
plus fortes vers les territoires limbiques des ganglions de la base, du thalamus et vers
le noyau central de’amygdale. L'aire ventrale tegmentale est une structure purement
limbique et ou1 la connectivité avec le CuN est extrémement forte. Aucunes connec-
tions entre le CuN et le striatum n’ont été mises en évidence. Tout ceci suggere que
le CulN n’est pas principalement impliqué dans des fonctions motrices.

Nos résultats mettent en évidence le fait que le PPN et le CuN projettent vers
différents territoires anatomo-fonctionnels des ganglions de la base et du thalamus
chez le singe et 'homme. Le PPN intégre des informations sensori-motrices, cog-
nitives et émotionnelles alors que le CuN participe a un réseau plus restreint inté-
grant principalement des informations émotionnelles. Ainsi, dans le contexte de la
SCP chez les patients parkinsoniens ayant des troubles de la marche et de I’équilibre,
nous préconisons le PPN comme cible optimale de stimulation puisqu’il integre des
informations sensori-motrices.

5.1.4 Contributions personnelles

J'ai effectué 'ensemble de la partie diffusion et tractographie chez 'homme de
I’étude. Ceci comprend :

— La sélection de sujets a partir de la base de données du Human Connectome
Project;

— La segmentation manuelle du PPN et du CulN avec Carine Karachi (neurochi-
rurgienne) et Chantal Francois (neuroanatomiste) chez 10 sujets;

— La création d'un template a partir des segmentations manuelles chez ces 10
sujets;

— La segmentation automatique du PPN et du CuN chez 20 autres sujets a partir
du template;

— La segmentation automatique des régions corticales et sous-corticales;

— Létape de tractographie;

— La sélection des extrémités des fibres avec Anne-Charlotte Philippe (ingé-
nieure de recherche en neuroimagerie) ;

— Lanalyse statistique des résultats.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Pedunculopontine nucleus
Cuneiform nucleus

Tract tracing

The mesencephalic locomotor region (MLR) is a highly preserved brainstem structure in vertebrates. The MLR
performs a crucial role in locomotion but also controls various other functions such as sleep, attention, and even
emotion. The MLR comprises the pedunculopontine (PPN) and cuneiform nuclei (CuN) but their specific roles
are still unknown in primates. Here, we sought to characterise the inputs and outputs of the PPN and CuN to

?_I/Is;i? and from the basal ganglia, thalamus, amygdala and cortex, with a specific interest in identifying functional
Tractography anatomical territories. For this purpose, we used tract-tracing techniques in monkeys and diffusion weighted

imaging-based tractography in humans to understand structural connectivity. We found that MLR connections
are broadly similar between monkeys and humans. The PPN projects to the sensorimotor, associative and limbic
territories of the basal ganglia nuclei, the centre median-parafascicular thalamic nuclei and the central nucleus
of the amygdala. The PPN receives motor cortical inputs and less abundant connections from the associative and
limbic cortices. In monkeys, we found a stronger connection between the anterior PPN and motor cortex
suggesting a topographical organisation of this specific projection. The CuN projected to similar cerebral
structures to the PPN in both species. However, these projections were much stronger towards the limbic
territories of the basal ganglia and thalamus, to the basal forebrain (extended amygdala) and the central nucleus
of the amygdala, suggesting that the CuN is not primarily a motor structure. Our findings highlight the fact that
the PPN integrates sensorimotor, cognitive and emotional information whereas the CuN participates in a more
restricted network integrating predominantly emotional information.

1. Introduction key generator of gait in the brain. However, the specific roles of the

PPN and the CuN remain unclear, even if in decerebrate cat, stimula-

The pedunculopontine nucleus (PPN) is located within the mesen-
cephalic reticular formation of the upper brainstem. Together with the
cuneiform nucleus (CuN), they have been named “the mesencephalic
locomotor region” (MLR) because early studies showed that electrical
stimulation of the MLR produces locomotion in various animal species
(Garcia-Rill et al., 2014). Because of its anatomical location and the

tion of the CuN elicits locomotor patterns whereas stimulation of the
PPN is able to change muscle tone (Takakusaki et al., 2003). Because
the PPN and the CuN have no clear cut boundaries and are composed
of clusters of various neuronal types (GABAergic, glutamatergic,
cholinergic) (Mena-Segovia et al., 2009; Wang and Morales, 2009),
their precise anatomical identification leads to divergence between

possibility to generate locomotor pattern, the MLR is considered to be a authors and increases the confusion between these two nuclei.

Abbreviations: 1V, trochlear nucleus; AC, anterior commissure; AM, amygdala; Ant, anterior; Assoc, associative territory; aud, auditory cortex; BC, brachium conjunctivam; BDA,
biotine dextran amine; BM, nucleus basalis of Meynert; Ce, central nucleus of the amygdala; CM, centre median; cs, central sulcus; CuN, cuneiform nucleus; DBC, decussation of the
brachium conjunctivum; DBS, deep brain stimulation, Dor: dorsal; FR, retroflex fascicle; DWI, diffusion-weighted imaging; GPi, internal pallidum; GPe, external pallidum,; ia, anterior
insula; IC, inferior colliculus; ins, insula; lat, lateral; Lim, limbic territory; MLF, medial longitudinal tract; MLR, mesencephalic locomotor region; NADPH, nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; OT, optical tract; PAG, periaqueductal gray; PF, parafascicular nucleus; Post, posterior; PPN, pedunculopontine nucleus; Pu, putamen; SM, sensori-motor
territory; SMA, supplementary motor area; SN, substantia nigra; STN, subthalamic nucleus; Sup, superior; temp, temporal cortex; VTA, ventral tegmental area.
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Recently, deep brain stimulation (DBS) of the PPN area has been
attempted in patients with Parkinson disease to improve gait disorders
(Ferraye et al., 2009; Mazzone et al., 2005; Moro et al., 2010). Even if
expected alleviation of gait remains disappointing, clinical and electro-
physiological results strongly suggest that the MLR controls locomo-
tion also in humans (Lau et al., 2015; Piallat et al., 2009; Tattersall
et al., 2014). However, the precise implantation target within the MLR
remains undefined, some suggests that DBS of the CuN should give
better results than PPN DBS (Moro et al., 2010).

Besides locomotion, the MLR is known to control many other
functions in the brain. As a part of the ascending reticular activating
system, the PPN regulates sleep and arousal in rat (Datta, 2002;
Steriade et al., 1990). Lesioning the rat PPN also affects attentional
resources (Ainge et al., 2006; Okada et al., 2009), learning, reward and
reinforcement processes (Inglis et al., 2001; Kozak et al., 2004;
Steiniger and Kretschmer, 2004). PPN manipulations in rat are able
to alter self-administration of nicotine and cocaine (Corrigall et al.,
2002). In the macaque, PPN neurons send positive reward-related
signals to nigral neurons where dopaminergic neurons are known to
encode motivational values (Hong and Hikosaka, 2014; Okada and
Kobayashi, 2013). In PD patients, DBS of the PPN has been shown to
modulate non-motor functions. Indeed, PPN DBS could significantly
improve sleep (Arnulf et al., 2010), executive functions and working
memory (Stefani et al., 2013). These results emphasise the complex
and integrative role of the PPN (Lau et al., 2015). The role of the CuN is
much less known but this nucleus seems implicated in locomotion if
related to aversive reactions, and in the perception of nociception in
rodents (Allen et al., 1996). This result highlights the fact that the CulN
is not just devoted to generating locomotion — it also integrates
contextual information.

Analysis of the detailed connectivity of the MLR should help us
understand the specific role that the PPN and CuN could play in motor,
cognitive and emotional functions. Tract tracing studies in monkey
have revealed that the PPN receives afferents from the motor cortices
(Matsumura et al., 2000), from the output structures of the basal
ganglia (internal pallidum (GPi) and substantia nigra (SN)) and from
the subthalamic nucleus (STN) (Lavoie and Parent 1994a,b; Shink
et al.,, 1997). The PPN ascending pathway projects to non-specific
nuclei of the thalamus, in particular to the centre-median-parafasci-
cular nuclei (CM-PF) (Parent et al., 1988; Steriade et al., 1988). The
PPN descending outputs project to the ponto-bulbar reticulospinal
formation (Rolland et al., 2011). Even if the connections of the CuN are
less known, it has been demonstrated in monkey that the CuN only
receives projections from the SN (Rolland et al., 2011) and projects
back to various thalamic nuclei (Lavoie and Parent, 1994a), to
dopaminergic neurons of the mesencephalon (Hong and Hikosaka,
2014), and to the reticulospinal formation (Rolland et al., 2011).
Anatomical connectivity has also been explored in vivo in primates
using diffusion weighted imaging (DWI). This technique is the only
non-invasive method allowing access to white matter structural con-
nectivity (Le Bihan et al., 1986) through tractography algorithms (Mori
and van Zijl, 2002). Results of DWI-based analyses provide evidence
for strong connections between the PPN and the cortex, pallidum, STN,
thalamus and spinal cord in macaque and human (Aravamuthan et al.,
2007; 2009; Muthusamy et al., 2007).

Altogether, these anatomical results provide insights into the
complex connectivity of the MLR and its close relationship with basal
ganglia. However, the delineation of the PPN remains controversial,
the CuN connectivity remains poorly studied, and the connectivity of
these two specific nuclei has not been determined in relation to the
anatomo-functional subdivisions of different brain structures. This
partial anatomical knowledge of the MLR limits our understanding of
the specific role of the PPN and the CuN. The aim of our study was to
examine the PPN and the CuN inputs and outputs focusing on how
projection patterns relate to the cortical, basal-ganglia, amygdala and
thalamic anatomo-functional territories that process sensorimotor,
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cognitive and emotional information. For this purpose, we used tract-
tracing experiments in monkeys and DWI-based tractography in
humans.

2. Material and methods
2.1. Monkeys and volunteers

All experiments were carried out in strict accordance with the
European Community Council Directive of 2010 (2010/63/UE) for
care and use of laboratory animals. The authorisation for conducting
our experiments was approved by the local Committee on the Ethics of
Animal Experiments. The animals were kept under standard conditions
(12-h light/dark cycle [light on at 20 h], 23 °C and 50% humidity). We
used five adult monkeys weighing between 2 and 5 kg (four Macaca
fascicularis, MI53, MI58, MI82, MIW7 and one Cercopithecus
aethiops, CA8). Both species are Old World monkeys, with comparable
body size and brain development.

Data from 30 healthy volunteers (12 males, range 22 to 35 years)
were included in this study, provided by the Human Connectome
Project (HCP) (Van Essen et al., 2013). HCP experiments were
performed in accordance with relevant guidelines and regulations
and the experimental protocol was approved by the Institutional
Review Board.

2.2. Tracer injections and analysis

All the procedures used have already been described in detail (Jan
et al., 2000; Rolland et al., 2011). For all stereotaxic injections, we used
biotin dextran amine (BDA, Sigma, St-Louis, MO) as an anterograde
and retrograde tracer (10% in 0.01 M phosphate buffer saline). We
made unilateral (CA8, MI58, MIW7) or bilateral (MI53) injections in
the MLR at -3.5 to 4.5 mm from the Posterior Commissure (PC), 3 to 4
mm from the midline, and -6 to 7 mm below PC. We also performed
one injection in the infralimbic cortex (MI82) at 12 mm from the
frontal pole, 1 mm from the midline and at a depth of 8 mm from the
dura.

Thirteen days after injections, animals were sacrificed, brains
removed and cut on a freezing microtome into 50 pm coronal sections
perpendicular to the Anterior Commissure (AC)-PC line. The BDA
tracer was revealed on regularly spaced sections (500 um) as previously
described (Rolland et al., 2011). A second series of sections were first
processed to precisely localise the BDA injections, and then processed
with nicotinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase histo-
chemistry (NADPH) to identify PPN cholinergic neurons (Hirsch et al.,
1987). Representative sections distributed regularly over the whole
extent of the regions studied were selected.

NADPH+ neurons were used to delimit the boundaries of the PPN,
following criteria previously used (Rolland et al., 2011). For the
delineation of the CuN, we used anatomical landmarks: medially, the
periaqueductal grey matter, dorsally the colliculi, laterally the lateral
lemniscus, and ventrally the PPN. Maps of the retrograde BDA-labelled
cell bodies and anterograde labelled terminals (characterised by thin,
varicose and bifurcating fibres) were drawn using a computer assisted
image analysis (Mercator, ExploraNova, La Rochelle, France).
Contralateral labelling was not considered. All the data obtained from
the left side were flipped to the right side to simplify comparisons.

Brain structure functional territories were delineated from previous
studies: in the STN (Karachi et al., 2009), in the SN (Francois et al.,
1994), in the GPi and GPe (Francois et al., 2004), in the posterior
intralaminar thalamic nuclei (centre median (CM), parafascicular
nucleus (PF)) (Galvan and Smith, 2011). The ventral tegmental area
(VTA), considered as a part of the limbic system, was delineated
following criteria already described (Francois et al., 1999). An overview
of the PPN and the CuN where the tracer was injected and their basal
ganglia and thalamic target regions in monkey is summarized (Fig. 1A).
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Since the injected amount of tracer was variable, no quantitative
histological data were available in monkey.

2.3. Image acquisition and preprocessing

Three Tesla MRI acquisitions were performed and pre-processed by
the HCP (Glasser et al., 2013; Sotiropoulos et al., 2013). A T1 weighted
image was first collected with a 0.7 mm? resolution. A set of diffusion-
weighted images (voxel size = 1.25 mm?®, 90 directions, b-value =
3000 s/mm?) was then acquired.

We designed and used a methodological pipeline to estimate DWI-
based connectivity (Philippe et al., 2015) of the PPN and CuN similar to
the approaches used for studies of thalamic, striatal or subthalamic
nucleus connectivity (Behrens et al., 2003; Draganski et al., 2008;
Johansen-Berg et al., 2005; Lambert et al., 2012; Leh et al., 2007) that
provide results consistent with histological findings. Our pipeline is
summarised in supplementary figure 1 and its three main steps are
detailed below.

2.4. Segmentation of regions of interest

The motor cortical areas were segmented using a Brodmann atlas
(areas 4 and 6)°. The insula and limbic cortex were segmented with the
Freesurfer recon-all pipeline (Destrieux et al., 2010). We applied an
indicator function of the cortical ribbon to obtain homogenised cortical
ROIs sizes.

To identify the basal ganglia and their anatomo-functional terri-
tories, we used our in-house 3D histological and deformable atlas (YeB
atlas) (Bardinet et al., 2009; Yelnik et al., 2007).

The right and left PPN and CuN were manually segmented for the
first ten subjects on the visualization of surrounding structures
(inferior colliculus, medial and lateral lemniscus and the decussation
of the superior cerebellar peduncle) (Fournier-Gosselin et al., 2013)
using T1-weighted images and colored fractional anisotropy (FA) maps
in order to visualize local fiber orientations. The corresponding ROIs
were normalized and superimposed in the Montreal Neurological
Institute (MNI) space (all HCP data are provided with MNI spatial
normalization matrices), yielding probabilistic templates that were
thresholded at 70% and provided PPN and CuN deterministic tem-
plates. Then, the template was applied (projected) onto the remaining
20 human brains of this study. Anatomical experts (CK, CF) carefully
verified the delineation of the PPN and CuN on each side of each
subject that have been produced by this automatic segmentation and
manual corrections were performed if needed. Additionally, we
checked the validity of these templates by back-projecting them onto
the first ten human brains, and computing Dice coefficients between
the manual delineations and the back-projected templates. We found
Dice coefficients (Dice, 1945) ranging close to 1 (from 0.80 to 0.97),
indicating a high similarity between the segmented masks.

We manually segmented the amygdala using T1-weighted images
and the delineation from the 3™ edition of Mai's human brain atlas
(Mai et al., 2007).

An overview of the regions of interest in human, including PPN and
CuN, surrounding structures, and basal ganglia and thalamic nuclei,
superimposed on T1-weighted and color FA (computed from diffusion
MRI) images is summarised (Fig. 1B).

2.5. Probabilistic tractography
We estimated the distribution of fiber orientations present within
each imaging voxel using the Constrained Spherical Deconvolution

(CSD) framework (Tournier et al., 2007). Probabilistic CSD-based
tractography was run in subject-specific native space using MRtrix

2 www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricro/lesion.html#brod
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software from a seed mask to a target mask. We applied probabilistic
tractography from every voxel inside the PPN or CuN seed masks to the
SN, VTA, GPe, GPi, Pu, STN, amygdala, CM, PF, area 4, area 6, insula
and limbic cortices (parameters: 100 000 tracks, step length of 0.625
mm, curvature threshold of 45°, minimum tract length of 10 mm,
maximum tract length of 250 mm and fiber orientation distribution
amplitude cut-off of 0.1). When the CuN was the seed mask, PPN was
used as an exclusion region to avoid PPN fibers passing dorsally
through the CuN towards the basal ganglia.

We selected fibers extremities ending in target regions using the
test_ends_only option of the tckedit command of MRtrix. For each
voxel in a target, the number of extremities stopping in that voxel was
counted to obtain a connectivity map. Finally, each map was thre-
sholded at 20, meaning that only voxels which have received 20 or
more fiber extremities are kept, and further binarised.

2.6. Statistical analysis

To compare connectivity results between PPN and CuN, we
calculated the percentage of connected voxels from the target nuclei
(total number of connected voxels divided by total number of the
nuclei's voxels), or from their anatomo-functional territories for the
putamen, GPe, GPi and STN. The variability is expressed as standard
deviation. Comparisons of percentage values of connected voxels
between PPN tractography and CuN tractography were performed
using the Wilcoxon signed-rank test and MATLAB 2010b.

3. Results
3.1. Injections sites

In monkey, we performed two BDA injections into the PPN, one
restricted to the anterior part (CA8) and one to the posterior part of the
nucleus (MIW?7). Similarly, we performed two BDA injections into the
CuN, one restricted to the anterior part (MI58), and one to the
posterior part of the nucleus (MI53, left side). A fifth larger injection
including both PPN and CuN was also performed (MI53, right side)
(Fig. 2A).

3.2. Cortical projections to the PPN and CulN

In monkey, numerous retrogradely labelled cell bodies were found
in the premotor area (A6), supplementary motor area (A6), oculomotor
area (A8), and in the primary motor area (A4) following PPN injections
(Fig. 3A). A stronger connection with motor areas was observed with
anterior (CA8) rather than with posterior PPN injections (MIW?7).
Labelled cell bodies were also observed in the anterior and posterior
insular cortex (A12-13 and 16), with fewer in the cortical limbic area
(A25).

To confirm the non-motor cortical projections to the PPN, BDA was
injected in the infralimbic cortical area (A10m, MI82) (Fig. 2B).
Anterogradely labelled terminals were seen in the dorsal, lateral and
ventral parts of the PPN delimited using NADPH+ neurons (Fig. 2B).
Consistent with previous reports (Chiba et al.,, 2001; Semba and
Fibiger, 1992), numerous labelled fibers and terminals were also
distributed in the adjacent dorsolateral tegmental nucleus, in the
hypothalamus, and in the periaqueductal area (data not shown).

The great majority of the retrogradely labelled cell bodies following
CuN injections were found in the limbic area (A25), and over the whole
extent of the insular cortex (A12-13 and A16) (Fig. 2A). Very few cell
bodies were encountered in the adjacent auditory and secondary
somatosensory cortices (A1-2). Practically no labelled cell bodies were
found in the premotor or motor cortices. The infralimbic cortical
injection described above resulted in labelled terminals distributed in
the most medio-ventral part of the CuN.

In the human subjects, connections of the PPN with the primary
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A

B Seed regions

Lateral lemniscus

/
/‘

Medial lemniscus

CuN

Fig. 1. (2-column): Overview of the PPN and CuN, and their basal ganglia and thalamic targets. (A) The PPN and CuN where the tracer was injected, and the basal ganglia and thalamic
targets were represented on coronal sections counterstained with cresyl violet. The different anatomo-functional territories were also shown. (B) The same seed and target regions were
shown on coronal and sagittal MRI slices in human. Left panel: coronal map of FA of the mesencephaleon including the PPN and CuN region. For abbreviations, see list.
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Fig. 2. (2-column): BDA injection sites in the mesencephalic locomotor region in macaques. (A) Maps showing sites confined to either the PPN (red) in two macaques, or to the CuN
(blue) in two other macaques, or both (black) in another. The anatomical localisation of the PPN and CuN is shown in a Nissl-stained section (upper part). (B) Left, photograph and maps
showing the BDA injection in the limbic cortical area 10mc in a macaque (MW?7). Right, photomicrograph and map of anterogradely labelled terminals (grey lines) and NADPH-
diaphorase neurons (black dots) on a brainstem coronal section following cortical BDA injection. The photomicrograph in the lower part shows labelled terminals at high magnification.
For abbreviations, see list.

motor area (A4) and premotor area (A6) were found with slightly more
connections with area A4 (66% of connected voxels from A4 versus
38% from A6) (Fig. 3B). A very weak connection was also observed
between the PPN and the insular (4% of connected voxels) and limbic
cortices (1% of connected voxels). The CuN also exhibited connections
with the motor (A4) and premotor (A6) areas, but less dense than the
PPN (66% of connected voxels from A4 and 38% from A6 for the PPN,
compared to 54% from A4 versus 25% from A6 for the CuN) (Fig. 2B).
We also observed weak connections between the CuN and the insular
cortex (3% of connected voxels), but practically no connection was
found with the limbic cortex (0.8% of connected voxels).

70

'20 um

3.3. PPN and CuN projections to the basal ganglia and the adjacent
amygdala in monkey

In monkey, injections into the PPN of CA8, MIW7 and MI53 gave
labelled terminals homogeneously distributed in the three anatomo-
functional territories of the STN (Fig. 4A) with higher terminal density
in MIW?7 where the injection was posterior. All these PPN injections
also resulted in numerous labelled terminals in the three anatomo-
functional territories of the pallidum, the GPi being more strongly
innervated than the GPe (Fig. 5A). A few labelled terminals were also
found scattered within the ventral striatum and in the sensorimotor
putamen. Labelled terminals were observed over the whole extent of
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Fig. 3. (2-column): Cortical projections to the MLR (A) Left, photograph of retrogradely labelled neurons in area 6 (A6) after PPN injection in the macaque CA8. Right, Maps of
retrogradely labelled neurons after BDA tracer injection in the PPN (red dots) and in the CuN (blue dots) on coronal sections of the brain ipsilateral to the injections shown in Fig 1 A. (B)
Average results of connections of the PPN and CuN to cortical area 4, area 6, insula and limbic cortex in 30 human subjects. The error bars represent standard deviation. For

abbreviations, see list.

the SN, the pars compacta (SNc) being more densely innervated than
the pars reticulata (SNr), and the adjacent VTA (Fig. 6A). Anterior
injection (case CA8) gave more labelled terminals in the SN than in the
VTA, whereas the posterior injection (case MIW7) gave equal density of
terminals in the SN and VTA. Numerous PPN labelled terminals were
found in the basal forebrain of CA8 and MIW7, including the extended
amygdala and the amygdala itself, specifically into the central nucleus
(Fig. 5A). In all cases, a few retrogradely labelled cells were found
inside the clusters of anterogradely labelled terminals.

CuN BDA injections of MI58 and MI53 resulted in an anterograde
labelling in similar nuclei than after PPN injections. However, labelled
terminals were mainly located in the anterior and medio-ventral limbic
territories of the various nuclei. Indeed, a high density of labelled CuN
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terminals was observed in the most medial part of the STN (Fig. 4A), in
the anse lenticularis surrounding the GPi (Fig. 5A) and in the VTA
(extending to the proximal medio-dorsal part of the SNc) (Fig. 6A).
Dense clusters of label extended ventrally to the GPi and GPe, in the
extended amygdala and in the central nucleus of the amygdala.

Similarly to that observed following PPN injections, a few retro-
grade labelled cell bodies were found inside the clusters of anterogra-
dely labelled terminals in the SN and in the STN after CuN injections
(Fig. 4A, 6A).
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Fig. 4. (2-column): PPN (red) and CuN (blue) outputs to the STN. (A) Three representative coronal sections of monkey STN showing the functional territories delineated from (Karachi
et al., 2009), and the distribution of labelled PPN terminals (middle column), and CuN terminals (last column) in one representative macaque. The three functional territories are
represented as three shades of grey: dark for limbic territory (limb), intermediate for associative territory (assoc), and light for sensorimotor (SM). Black points represent retrogradely
labelled cell bodies. Photomicrograph showing retrogradely labelled cell bodies within a region of anterogradely labelled axons after BDA injection in the CuN of macaque MI58. The
antero-posterior position of all coronal sections is indicated with respect to the posterior commissure (PC). (B) Histograms showing percentages of connected voxels from the STN and
its functional territories to the PPN and CuN, averaged in 30 human subjects. The error bars represent standard deviation. Note that the PPN is more connected to the STN (uniformly
over its territories) than the CuN (Wilcoxon signed-rank test: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). (C) Sagittal view of fibers (yellow) connecting the CuN and the limbic part of the
STN. The sensorimotor, associative and limbic anatomo-functional territories of the human STN are represented in green, pink and yellow, respectively. For abbreviations, see list.

3.4. PPN and CuN projections to the basal ganglia and the adjacent
amygdala in human

In human subjects, we found strong PPN connections with the STN
(28% of connected voxels), with lower number of connections of the
associative compared to the limbic and sensorimotor territories of the
STN (Fig. 4B). PPN connections were also found for the three anatomo-
functional territories of the GP, predominantly the GPi (35% of
connected voxels) (Fig. 5B, C). No PPN connection to the striatum
was detected (0.7% of connected voxels) (Fig. 5B, C). We found that the
PPN was also connected to the whole extent of the SN and the adjacent
VTA (19% and 18% of connected voxels, respectively) (Fig. 6C, D). No
precise delineation between the two nigral parts were possible because
clusters of SNc neurons are deeply embedded within the SNr. The
central nucleus of the amygdala was also strongly connected to the PPN
(32% of connected voxels) (Fig. 5B, C).

Compared to the PPN, the number of connections identified
between the CuN and the basal ganglia was lower for the STN, SN,
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GPi and GPe (21%, 15%, 7% and 2% of connected voxels, respectively).
The CuN connections concerned the three anatomo-functional terri-
tories delineated in the different basal ganglia nuclei, but were denser
in the limbic than in the associative and sensorimotor territories for the
STN, SN and GPe, but not the GPi (Fig. 4B, C, 5B, C, 6 C, D). Again,
nearly no connections were observed between the CuN and the
striatum (0.6% of connected voxels) (Fig. 5B, C). The central nucleus
of the amygdala also appeared strongly connected to the CuN (32% of
connected voxels) (Fig. 5B, C).

3.5. PPN and CuN projections to the thalamus

In the monkey, PPN labelled axons arborised mainly in the
perithalamic, midline nuclei and in the posterior intralaminar nuclei.
Prominent clusters of labelled terminals were observed in the three
functional territories of these nuclei, thus in both the PF and the CM
except its most lateral part (Fig. 6B). In comparison, CuN labelled
axons were observed in the same thalamic nuclei, except that the PF
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Fig. 5. (2-column): PPN (red) and CuN (blue) outputs to the pallidum, central nucleus of the amygdala and putamen. (A) Two representative coronal sections of monkey GPi, GPe and
Pu showing the functional territories delineated from (Francois et al., 2004), and the distribution of labelled PPN terminals (middle column), and CuN terminals (last column) in one
representative macaque. The three functional territories are represented as three shades of grey as in Fig. 3. Black points represent retrogradely labelled cell bodies. Photomicrograph
showing a retrogradely labelled cell body within a region of anterogradely labelled axons after BDA injection into the GPi of macaque 58. Note that the PPN innervates the whole extent
of the GPi, only partly the GPe, but not the Pu. In comparison, the CuN innervates the most ventral portion of the two segments of the pallidum, as well as the nucleus basalis of Meynert
(BM) and the central nucleus (Ce) of the amygdala (AM). (B) Histograms showing percentages of connected voxels from the GPe and GPi, Ce of the AM, Pu and their functional
territories to the PPN and CuN, averaged in 30 human subjects (Wilcoxon signed-rank test: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). The error bars represent standard deviation. (C) Two
representative coronal sections of human GPi, GPe, AM and Pu showing the functional territories segmented with the YeB atlas of 30 subjects, showing the distribution of connections
from PPN (middle column), and CuN (last column) for the 30 subjects. The colorbars indicate the number of subject's overlapping in a particular voxel (ranging from 3 to 30). Numerous
connections were observed between PPN and the GPi, with a large overlap between subjects (wit%ﬁnaximum of 28). Connections from the PPN or CuN to the GPe were also found but
they were less numerous than to the GPi. Only very few connections from the PPN or Culto t u were observed, with no overlap between subjects. (D) Axial view showing fibers
(yvellow) connecting the AM and the PPN with a relatively high curvature. For abbreviations, see list.
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Fig. 6. (2-column): PPN and CuN outputs to the SN, VTA and the posterior intralaminar nuclei of the thalamus. (A) Three representative coronal sections of monkey SN showing the
functional territories delineated from (Francois et al., 1994), and the distribution of labelled PPN terminals (middle row), and CuN terminals (lower row) in one representative macaque.
The three functional territories are represented as three shades of grey as in Fig. 3. Note that the PPN mainly projects to the whole extent of the SN pars compacta (SNc), while the CuN
mainly terminates in the VTA. Black points represent retrogradely labelled cell bodies (B) Three representative coronal sections of monkey CM-PF showing the functional territories
delineated from (Galvan and Smith, 2011), and the distribution of labelled PPN terminals (middle row), and CuN terminals (lower row) in one representative macaque. The three
functional territories are represented as three shades of grey as in Fig. 3. (C) Histograms showing percentages of connected voxels from the SN, VTA, CM and PF to the PPN and CuN,
averaged in 30 human subjects. The error bars represent standard deviation. Note that more connections were observed between the CuN and the VTA and the PF than between the PPN
and these same structures (Wilcoxon signed-rank test: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). (D) Sagittal view showing fibers (yellow) connecting the PF and the CuN. For

abbreviations, see list.

was more densely innervated than the CM (Fig. 6B).

In human subjects, the PPN was also found to be connected to both
the PF and the CM (19% and 11% of connected voxels, respectively),
whereas the CuN was more densely connected to the PF than the CM
(24% and 15% of connected voxels, respectively) (Fig. 6C, D).
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4. Discussion

Our study supports the view that both the PPN and the CuN project
to the sensorimotor, associative and limbic anatomo-functional terri-
tories of the basal ganglia and the thalamus in monkeys and humans.
The analysis of these projections highlights the fact that the PPN could
act as an integrator of sensorimotor, cognitive and emotional informa-
tion, with the anterior part of the PPN more devoted to motor control
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in the monkey. In contrast, the CuN appears to participate in a more
restricted network involving predominantly limbic brain regions.

4.1. Methodological considerations

Since the MLR is characterised by its high density of fibers of
passage, our BDA injections in monkey could have labelled structures
innervated by these fibers. In particular, the sensorimotor-related
cortical areas labelled after these injections could be the sources of
lower brainstem and spinal cord projections passing through the MLR.
Being aware of this possibility, we performed very small injections to
ascertain the position of the tracer within a given part of the chosen
structure, avoiding contamination of adjacent structures. Because such
injections resulted in retrograde labelled cell bodies in the motor
cortices but not in sensory and frontal cortices which are the main
sources of the descending projections, we considered that fibers of
passage that could have been labelled did not provide significant false
positives to our data. However, our small and specific injections did not
completely fill the entire PPN or CuN, leading to fewer labelled
terminals or retrograde cell bodies in the brain regions of interest.

We chose several methodological options inherent to the DWI-
based tractography method. First, when building our PPN and CuN
templates from our manually segmented ROIs, we had to fix a thresh-
old to include only common voxels in order to be as specific as possible.
The value of 70% was chosen because it leads to CuN and PPN volumes
of 216 and 218 mm?® (Olszewski and Baxter, 1954). Second, we used
probabilistic tractography, which traces a large number of possible
pathways from a set starting point. The advantages of probabilistic
tractography are improved resolution of crossing tracts and sensitivity
for curving fibers compared to deterministic algorithms (Tournier
et al., 2012) that is particularly well adapted for studying the complex
brainstem anatomical connectivity. We have chosen to illustrate fiber
tracts originating from the PPN and CuN and descending to the
cerebellum and the spinal cord that validate the specificity of the
reconstructed tracts, as reported using diffusion MRI in macaque and
human (Aravamuthan et al., 2007; 2009; Muthusamy et al., 2007) and
axonal tracing in monkey (Rolland et al., 2011).

Due to the small size and complexity of the brainstem anatomy,
there was a risk of partial volume effects. To minimize potential
confounds, delineation of the seeds (PPN and CuN) was performed
conservatively, meaning that only voxels clearly identified within the
structures were included in the seeds. The anatomical landmarks, on
the other hand, were identified on the T1-weighted MR image (for the
inferior colliculus) with a voxel size of 0.7mm?®, and on the color FA
maps (for the medial and internal lemniscus, and decussation) with a
voxel of 1.25mm?. Their identification was easy and accurate.

One limitation of the present study is that diffusion imaging was not
performed on macaques injected with axonal tracer. We were thus
unable to directly compare labeled fibers revealed on histological
sections with corresponding tracts calculated from the in vivo data
on the same animal. However, for now, histology still offers a
resolution that is far beyond that of diffusion weighted images and
enables a more precise delineation of fiber tracts (Biirgel et al. 2006).
We were thus able to trace neuronal connections of the PPN and CuN
on histological sections in monkey and to compare these data to
diffusion MR images in human.

4.2. The PPN participates in motor, associative and limbic networks

The present data confirms that the PPN innervates the STN and the
GP in primates as already reported using tract tracing (Shink et al.,
1997; Lavoie and Parent 1994a) and tractography (Aravamuthan et al.,
2007; 2009; Muthusamy et al., 2007). Our data demonstrate that PPN
axons innervate the whole extent of these basal ganglia nuclei,
including all the three anatomo-functional territories of each nucleus.
Thus numerous labelled PPN fibers innervated the SNc and the
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adjacent limbic VTA in both monkey and human, as reported using
tract tracing (Lavoie and Parent, 1994b) and tractography
(Aravamuthan et al., 2008). The fact that no PPN connection to the
nigra was previously been reported in humans (Aravamuthan et al.,
2008) contrary to our present results is probably due to differences in
the method used as we discussed above. Our results also show that a
weak PPN-striatal projection exists in monkey as already reported
(Nakano et al., 1990; Smith and Parent, 1986), but this connection was
nearly undetectable in human compared to connections to other basal
ganglia. Indeed, no PPN-striatal connection was previously shown in
monkey and human (Aravamuthan et al., 2007; 2009; Muthusamy
et al., 2007). This contrasts with the strong PPN-striatal projection
reported in rodent (Dautan et al., 2014), suggesting an important role
of this connection in rodent but not in primate.

Our data show that only the PPN and not the CuN drives the motor
cortical components of the MLR in monkey and human. These motor
cortical projections come from the primary, supplementary and pre-
motor cortices, as well as the frontal eye fields. These motor projections
were previously shown in human using tractography (Aravamuthan
et al., 2007; 2009; Muthusamy et al., 2007) and in monkey using
histological techniques (Matsumura et al., 2000). Here, we showed that
the motor cortex has stronger connection to the anterior PPN than its
posterior part in monkey, suggesting a topographical organization
within the PPN itself. Moreover, anterior PPN axons densely inner-
vated the SNc, whereas axons from the posterior PPN innervated
mostly the limbic VTA. Similar antero-posterior topography of the
nigral-PPN connection was also reported in rodent (Oakman et al.,
1995). Whether such an antero-posterior topography exists in humans
could not be examined in this diffusion-based study because we cannot
differentiate fibers that terminate in the posterior part of the PPN and
cross the anterior part from the ones that terminate in the anterior
part.

We also showed that the whole PPN receives projections from
associative and limbic cortices. In particular, the insular cortex (A12-
13 and A16) gave projections to both the monkey and human PPN,
suggesting that the PPN could integrate functions related to interocep-
tion and error processing. Limbic cortices have also been shown to
project, although weakly, to the PPN in monkey (Chiba et al., 2001) and
in rodent (Semba and Fibiger, 1992; Sesack et al., 1989), but we do not
find this direct limbic projection in humans. It is possible that
tractography sensitivity is too low to detect such weak cortical
connections. However, the fact that anatomical differences exist
between species has already been suggested (Aravamuthan et al.,
2008) and this could be especially the case for limbic structures and
connectivity.

The PPN is also part of a major ascending pathway through the
non-specific nuclei of the thalamus (Steriade et al., 1988) known to
modulate arousal. Our data showed that PPN axons innervate the
limbic, associative and motor territories of the CM/PF nuclei of the
thalamus, avoiding the most lateral part known to be interconnected
with the motor cortex (Galvan and Smith, 2011). Moreover, the dense
projection linking the PPN to the central nucleus of the amygdala that
we observed in both monkey and human strengthens the notion that
the PPN is not only a motor structure. The central nucleus of the
amygdala is known to be the major output of the amygdala. This
specific nucleus receives both direct and highly processed sensory
information and is known to project to the hypothalamus and
brainstem areas that mediate autonomic response and behavioural
signs of fear (Sah et al., .2003). Because the CuN also densely projects
to amygdala central nucleus, it is possible that the MLR as a whole
could be crucial to generate escape behaviour in the context of
locomotion.

4.3. The CuN is part of a limbic network

Here, we showed for the first time that the CuN is preferentially
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connected to the limbic territory of the basal ganglia and thalamus in
both species. In monkeys, the location of the labelled terminals coming
from the CuN was preferentially within the limbic territories of the
basal ganglia (STN and GP), and thalamus (PF nucleus). In humans,
even if the CuN connections concerned the three anatomo-functional
territories of these different basal ganglia nuclei, much denser connec-
tions were found in the limbic STN, SN and GPi. These results are in
agreement with previous data obtained in rodents reporting a similar
topography of the connections from the deep mesencephalic nucleus
(equivalent of the cuneiform nucleus) (Rodriguez et al., 2001) to the
ventromedial, limbic STN and GP (Veazey and Severin, 1980a).
Moreover, the CuN preferentially innervated the limbic VTA and gave
strong projections to the basal forebrain, extended amygdala and the
central nucleus of the amygdala in both species. The CuN receives also
cortical inputs from the insular cortex in both monkey and human, and
from limbic cortices in monkey. Differences between monkey and
human exist; the CuN also exhibited a few connections with motor
cortical areas as well as associative and sensorimotor territories of the
basal ganglia nuclei only in humans. This may be due to the fact that
the whole CuN was not injected with the axonal tracer in monkey in
order to avoid false positive as discussed above. However, as a whole,
the CuN exhibits few connections with motor cortical areas as well as to
associative and sensorimotor territories of the basal ganglia nuclei,
which suggests that the CuN of the MLR is not primarily a motor
structure.

4.4. Functional implications

The preferential link of the anterior PPN to motor network in
monkey is consistent with the effects of experimental lesions restricted
to the anterior PPN that reduce spontaneous locomotion in rat while
posterior PPN lesions have no obvious motor consequences (Alderson
et al., 2008). This suggests that the locomotor generator of the MLR
might be located anteriorly in the PPN. Cholinergic neurons are known
to be numerous in this anterior part of the PPN in monkey (Manaye
et al., 1999), suggesting that these cholinergic PPN neurons could have
a motor role. Consistent with this, specific lesions of PPN cholinergic
neurons gave postural and locomotor deficits in monkey (Karachi et al.,
2010). Moreover, PPN cholinergic cell loss in PD patients is correlated
with falls (Karachi et al., 2010), leading consequently to a significant
decrease in cholinergic concentration of the thalamus (Bohnen et al.,
2009). However, the exact location of the cholinergic neuronal loss
within the PPN remains to be determined in these PD patients. Taken
together, these data suggest that the anterior PPN, should be the best
target to improve locomotion in PD patients using DBS or future
innovative therapy such as High Intensity Focused Ultrasound (HIFU)
(Carpentier et al., 2016), or targeted pharmacologic therapy such as an
acetylcholinesterase inhibitor (Henderson et al., 2016).

The PPN also belongs to non motor networks and plays a crucial
role in sleep and arousal. Thus, PD patients with severe gait disorders
report changes in sleep quality with PPN-DBS (Arnulf et al., 2010) and
increased alertness (Stefani et al., 2013). Moreover, PPN neurons were
reported to be strongly activated by visual stimuli, motor movement
and imagined locomotion (Lau et al., 2015), showing that the PPN
integrates many information sources at the scale of a single neuron.

While effective sites for chemically evoked locomotion in decere-
brate cats are located within and around the CuN (Takakusaki et al.,
2003), lesions of the CuN in intact rats do not produce locomotor
deficits (Allen et al., 1996). However, CuN neurons that also project to
the reticulospinal pathway in primate (Rolland et al., 2011), could
modulate the activity of excitatory and inhibitory locomotor descend-
ing neurons. Thus, while the CuN might be critical for the production of
movement in certain conditions, it does not appear to be a strictly
locomotion generating centre (Walker and Winn, 2007), as we con-
firmed here by the analysis of its particular non-motor anatomical
connections. Indeed, CuN lesions are able to produce behavioural
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changes in response to reinforcing events (Allen et al., 1996).
Moreover, CuN lesions generate anxiety-like effects (reactions to
threat) in rat (Walker and Winn, 2007), which is not the case when
the lesion is restricted to the PPN (Winn, 2008). Thus the CuN is likely
best understood in terms of its relationship with the organisation of
defensive behaviours (Redgrave et al., 1987; Walker and Winn, 2007).
Given its position as a major target of the ipsilateral descending
projection from the superior colliculus as well as its role in mediating
physiological responses to stress, it seems that the CuN is probably part
of an anatomically low-level, rapid response system vital for dealing
with unexpected threatening events (Allen et al., 1996; Walker and
Winn, 2007). The CuN within the MLR could represent an interface
between the limbic and the motor system able to adapt locomotor
programs as fast as possible to the environmental environment.

5. Conclusion

Overall, our results suggest that MLR connectivity could form the
anatomical basis for the integration of numerous and varied sources of
information in order to generate and adapt locomotor behaviour to the
environmental context. The PPN appears to be a structure where
motor, cognitive and emotional information converge whereas the CuN
serves to preferentially process emotional information.
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CHAPITRE 6. ETUDE DE LA REPARTITION TOPOGRAPHIQUE DES POPULATIONS
NEURONALES DE LA REGION LOCOMOTRICE MESENCEPHALIQUE

6.1 Introduction et objectifs

Les troubles de la marche et de I'équilibre sont caractéristiques des stades avan-
cés de la maladie de Parkinson [Gilardi et al., 2001]. Ces symptomes sont aussi ob-
servés chez les patients atteints de paralysie supranucléaire progressive (PSP). Ils
sont généralement dopa-résistants et ne répondent pas a la SCP du STN ou du GPi.
Comme indiqué au Chapitre 2, la MLR joue un role crucial dans la locomotion et les
neurones cholinergiques du PPN sont fortement activés par la marche imaginaire
chez les patients parkinsoniens [Lau et al., 2015].

La SCP du PPN a basse fréquence a été mise en place pour atténuer ces troubles
de la marche et de I’équilibre chez les patients parkinsoniens. Cependant, apres
un premier espoir, les résultats obtenus se sont révélés hétérogenes avec une
atténuation des symptomes subjective mais qui ne se retrouve pas en étudiant des
parametres objectifs de la marche [Mazzone etal., 2005, Plaha and Gill, 2005,
Stefani et al., 2007, Pereira et al., 2008, Ferraye et al., 2010, Moro et al., 2010a,
Peppe et al., 2010, Shimamoto et al., 2010, Acar et al., 2011, Aviles-Olmos et al., 2011,
Thevathasan et al., 2011, Khan et al., 2012, Welter et al., 2015, Mestre et al., 2016]. La
SCP du PPN a basse fréquence a aussi été proposée a six patient atteints de PSP mais
seuls deux patients ont bénéficié d’'une amélioration de la marche et de I'équilibre
[Hazrati et al., 2012, Doshi et al., 2015]. Lensemble de ces résultats, hétérogenes et
imprévisibles, montre la nécessité de mieux évaluer I'efficacité de la SCP de la MLR
en étudiant des cohortes de patients plus importantes et avec un suivi clinique plus
long.

Une explication possible de 'hétérogénéité des résultats de la SCP du PPN peut
provenir du manque de connaissances anatomiques sur la MLR chez le volontaire
humain, sains et pathologique. En effet, comme nous ’avons vu au Chapitre 2, il
y a de nombreuses questions restantes autour des différentes populations neuro-
nales présentes au niveau de la MLR, de leurs topographies et de la co-expression
ou non de différents médiateurs au sein d'un méme neurone chez le primate et
I’'homme sain. De plus, la dégénérescence des neurones cholinergiques du PPN a
été mise en évidence sur du tissu humain post mortem de patients parkinsoniens
[Hirsch et al., 1987, Jellinger, 1988, Zweig et al., 1989, Rinne et al., 2008], ainsi qu'une
corrélation significative entre cette dégénérescence et l’occurrence des chutes et des
épisodes de freezing [Karachi et al., 2010]. Cependant, la localisation exacte des neu-
rones cholinergiques chez le sujet sain mais surtout chez le patient parkinsonien ou
atteint de PSP est toujours inconnue. Cette information aiderait a trouver un consen-
sus sur la cible optimale de la SCP au niveau de la MLR et, par conséquent, d’aug-
menter les bénéfices thérapeutiques de la neuromodulation.

Les objectifs principaux de cette étude sont 1) d’étudier la répartition topogra-
phique 3D des populations neuronales cholinergiques, glutamatergiques et GABAer-
giques dans le PPN et le CuN d’un sujet sain, et 2) de quantifier et comparer la répar-
tition topographique 3D des neurones cholinergiques restants dans le PPN chez des
patients parkinsoniens avec et sans troubles de la marche et de 1'équilibre, et chez
des patients atteints de PSP en comparaison avec des sujets sains.
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CHAPITRE 6. ETUDE DE LA REPARTITION TOPOGRAPHIQUE DES POPULATIONS
NEURONALES DE LA REGION LOCOMOTRICE MESENCEPHALIQUE

6.2 Matériel et méthodes

La Figure 6.1 résume les différentes étapes de la méthodologie employée et qui
est décrite dans les sous-sections suivantes.

Tronc cérébral de I'espace
commun

[ Autres troncs cérébraux ]

Acquisition IRM

p 4

Histologie et - , Histologie et
. . L. Création de I'espace commun . . ..
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¥

Scannage des coupes
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Application du modéle statistique mixte Calcul du nombre total de neurones

FIGURE 6.1 — Différentes étapes de la méthodologie

6.2.1 Tissu post mortem

Nous avons utilisé 24 troncs cérébraux provenant de notre banque de cerveau :
7 sujets sains (décédés sans maladie neurodégénérative connue), 6 patients parkin-
soniens sans troubles de la marche et de I'équilibre, 6 patients parkinsoniens avec
troubles de la marche et de I’équilibre et 5 patients atteints de PSP. 19 de ces troncs
cérébraux ont déja été utilisés dans un autre projet et publiés [Karachi et al., 2010].
Tous les diagnostics cliniques ont été confirmés post mortem sur la base d’'un examen
neuropathologique avec un examen des dossiers cliniques. L'age moyen au déceés
était de 67 + 16 ans pour les sujets sains, 84 + 7 ans pour les patients parkinsoniens
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sans troubles de la marche et de I’équilibre, 76.5 + 9 ans pour les patients parkinso-
niens avec troubles de la marche et de I’équilibre et 76 + 8 pour les patients atteints
de PSP,

Afin de localiser et comparer la topographie des neurones cholinergiques des dif-
férents sujets sains et patients dans un méme espace, un autre tronc cérébral utilisé
dans cette étude a été obtenu chez un homme de 72 ans sans maladie neurodégé-
nérative et avec un délai post mortem de 36 heures. Dans le reste de ce chapitre, ce
tronc cérébral sera appelé le tronc cérébral de I'espace commun.

6.2.2 Acquisition IRM

Le tronc cérébral de 'espace commun a été extrait et immergé dans une solution
saline tamponnée au phosphate (PBS pour phosphate buffered saline), de PFA 4%
et acide picrique 10% durant 8 jours pour fixer le tissu. Ensuite, le tronc a été rincé
durant 16 jours dans du PBS et azide 4%.

L'acquisition IRM de ce tronc a été faite a I'lRM 11.7T Biospec 117/16 (Bruker
Biospin, Allemagne) équipée avec le logiciel Paravision 6.0.1 et un résonateur pour
émission d'un diameétre interne de 72 mm. Une IRM anatomique T2* a été acquise
avec une séquence 3D RARE. Les parametres de séquence étaient : champ de vue
5,28 * 5,28 * 7,8 cm?; taille de matrice 352 * 352 * 512 conduisant a une résolution
isotropique de 150 yum, TR / TE = 200 / 7,8 ms, 12 moyennages, RARE-factor de 8 et
un temps d’acquisition total de 8 heures et 15 minutes.

6.2.3 Création de 'espace commun

La Figure 6.2 explicite les étapes de recalage nécessaires pour créer I’espace com-
mun de ce projet et les données utilisées.

Apres acquisition d'une IRM anatomique a 11.7T, le tronc cérébral a été cryopro-
tégé par ajout de sucrose durant 7 jours [Graybiel et al., 1987]. Il a ensuite été congelé
et coupé tous les 50 um selon 'axe inférieur-supérieur au microtome a congélation
(coupes axiales, perpendiculaires au plus grand axe du tronc cérébral).

Des photos, prises a chaque coupe, ont ensuite été recalées ensemble (similitude
2D a 4 degrés de liberté) grace a des marqueurs présents sur le microtome et un
cryoblock a été reconstruit selon une méthode déja décrite [Yelnik et al., 2007].

L'TRM anatomique 11.7T a été recalée sur le cryoblock en utilisant un algorithme
3D de block-matching avec une transformation rigide a 6 degrés de liberté puis une
similitude a 7 degrés de liberté [Ourselin et al., 2000].

Apres mise en évidence des différentes populations neuronales par technique
d’'immunohistologie, les coupes ont été scannées avec un nanozoomer (Hama-
mastu) pour obtenir des images hautes résolutions et recalées avec une transfor-
mation rigide 3D a 3 degrés de liberté sur les photos correspondantes du cryoblock
[Ourselin et al., 2000].

55



CHAPITRE 6. ETUDE DE LA REPARTITION TOPOGRAPHIQUE DES POPULATIONS
NEURONALES DE LA REGION LOCOMOTRICE MESENCEPHALIQUE

Tronc cérébral
humain fixé

IRM anatomique 11.7T

M'“"F"me . Microtome
Immunohistochimie

Recalage 3D
Recalage 2D m
1 Recalage 2D
Recalage 2D . Reconstruction 3D
I Recalage 2D
_
Recalage 2D ;
Cryobloc
Coupes scannées Photos du

cryoblock

FIGURE 6.2 — Diagramme général explicitant les différents recalages nécessaires pour
la construction de I'’espace commun. Image provenant de Fernando Pérez-Garcia
(ingénieur en neuroimagerie a I'ICM et sur la plateforme CENIR)

6.2.4 Histologie et immunohistochimie

Pour le tronc cérébral de 'espace commun, 10 coupes (50 pum d’épaisseur) ré-
gulierement espacées de 1000 um et couvrant I'étendue supérieure-inférieure de la
MLR ont été utilisées pour mettre en évidence :

— lamyéline a I'aide de la coloration Luxol Fast Blue;

— les neurones glutamatergiques avec un anticorps dirigé contre le transporteur

vésiculaire du glutamate type 2 (vGlut2, 1 :50; Millipore) ;

— les neurones GABAergiques avec un anticorps dirigé contre la glutamate dé-

carboxylase (GAD65/67, 1 :500; Millipore) ;

— les neurones cholinergiques avec un anticorps dirigé contre la choline acétyl-

transférase (ChAT, 1 :100; Millipore).

Nous avons également sélectionné entre 5 et 7 coupes (couvrant |'étendue
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supérieure-inférieure de la MLR) d’autres troncs cérébraux qui avaient déja été uti-
lisés pour une étude précédente [Karachi et al., 2010]. Ces coupes de 40 um étaient
marquées pour 'acétylcholinestérase (AChE) pour mettre en évidence les neurones
cholinergiques [Graybiel et al., 1987]. Nous avons rajouté des coupes de 5 troncs cé-
rébraux de patients PSP, dont 3 pour lesquels les neurones cholinergiques ont été
mis en évidence par AChE, et 2 par immunohistologie dirigée contre la choline acé-
tyltransférase (ChAT, 1 :100; Millipore) comme pour le tronc de I'espace commun.

6.2.5 Pointages des populations de neurones

Les coupes du tronc cérébral de 'espace commun, scannées pour obtenir des
images haute résolution, ont été utilisées pour compter les neurones cholinergiques,
glutamatergiques et GABAergiques a I'aide du logiciel 3D Slicer et d'un plug-in mise
en place par Fernando Pérez-Garcia (ingénieur en neuroimagerie a I'ICM et sur la
plateforme CENIR).

Pour les autres troncs cérébraux, les neurones ont été comptés a 'aide d'un mi-
croscope (au grossissement x40) relié a un ordinateur équipé du logiciel Mercator
(ExploraNova) comme décrit et publié précédemment [Karachi et al., 2010].

Nous avons vérifié que les nombres totaux de neurones comptés avec le micro-
scope ou sur les images scannées étaient similaires (différence inférieure a 6%, p =
0.705 avec un t-test).

6.2.6 Quantification et analyse statistique

L'analyse statistique et la visualisation des données ont été réalisées avec le logi-
ciel R™ (version 3.1.2, R Core Team, 2014).

Chaque coupe a été scannée et recalée manuellement sur 'IRM anatomique
11.7T de 'espace commun par une anatomiste avec une transformation permettant
les trois translations et la rotation selon I’axe supérieur-inférieur. Lles deux autres ro-
tations étaient bloquées pour que toutes les coupes restent paralleles dans I’espace
commun et respectent la nature du matériel post mortem de base.

L'épaisseur des coupes utilisées étant de 50 ym pour I'espace commun et de 40
pm pour les coupes des autres troncs cérébraux, le nombre de neurones choliner-
giques sur chaque coupe du tronc cérébral de I'espace commun a été multiplié par
40/50 = 0.8 afin d’estimer le nombre de neurones sur 40 ym. Le nombre de neu-
rones pour chaque sujet/patient a ensuite été corrigé par le facteur de correction
de Konigsmark afin de compenser le double comptage dans les coupes adjacentes
[Konigsmark and Murphy, 1970].

A partir de ces données et pour chaque sujet/patient, une courbe selon I'axe
supérieur-inférieur a été construite a partir des comptages réalisés avec une interpo-
lation par la méthode des splines [Becker et al., 1988]. Pour calculer le nombre total
de neurones dans la structure, nous avons fait la somme du nombre de neurones sur
la courbe de chaque sujet/patient tous les 40 um .

Un modeéele statistique mixte a été appliqué sur nos données pour chacune des
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quatre populations en utilisant le package R Ime4 (version 1.1). Il a été évalué signifi-
cativement en utilisant des ANOVAs a effets mixtes en utilisant le package R ImerTest
(version 2.0).
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6.3 Principaux résultats

6.3.1 LaMLR chezle sujet sain

Les résultats de cette partie proviennent du sujet sain de I'espace commun sur
lequel les neurones cholinergiques, GABAergiques et glutamatergiques de la MLR
ont été mise en évidence.

Neurones cholinergiques

Le PPN a été différencié du CulN par la présence de neurones cholinergiques.
La pars compacta et 1a pars dissipata du PPN ont été facilement identifiables grace
a la densité des neurones cholinergiques et sont cohérentes avec la littérature
[Olszewski and Baxter, 1954]. La Figure 6.3 montre une coupe du PPN avec une den-
sité de neurones cholinergiques plus forte dans la pars compacta que dans la pars
dissipata.

A

¢ N Pars dissipata

Pars compacta

FIGURE 6.3 — Vue axiale des neurones cholinergiques (points noirs) du CuN et du
PPN pars dissipata et pars compacta chez le sujet sain de 'espace commun (échelle
de 500 pm)
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Neurones GABAergiques

Des neurones GABAergiques ont été observés dans le CulN et dans le PPN (Fi-
gure 6.4). La répartition de ces neurones semble homogéne dans le PPN. Aucune
différence de densité ,’a été constatée entre la pars dissipata et 1a pars compacta.

Pars compacta

FIGURE 6.4 — Vue axiale des neurones GABAergiques (points noirs) du CuN et du PPN
pars dissipata et pars compacta chez le sujet sain de I'espace commun (échelle de 500

pm)

Neurones glutamatergiques

La mise en évidence des neurones glutamatergiques a été difficile car le mar-
quage par vGlut2 des corps cellulaires est tres faible. Les résultats présentés sur les
neurones glutamatergiques sont donc préliminaires et nécessiteront une validation
supplémentaire qui est en cours.

Des neurones glutamatergiques ont été observés dans le PPN mais pas dans le
CuN (Figure 6.5). La répartition de ces neurones semble homogene dans le PPN avec
aucune différence de densité entre la pars dissipata et 1a pars compacta.
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A

1 Pars dissipata

Pars compacta

FIGURE 6.5 — Vue axiale des neurones glutamatergiques (points noirs) du CuN et du
PPN pars dissipata et pars compacta chez le sujet sain de I’espace commun (échelle
de 500 pm)

Comparaison des trois populations neuronales

Le recalage entre les coupes histologiques, le cryoblock et 'IRN anatomique
11.7T est satisfaisant, suite a une inspection visuelle (Figure 6.6), et nous allons donc
utiliser 'IRM anatomique 11.7T comme support pour comparer les populations neu-
ronales.

Histologie Cryoblock IRM 11.7T

GADGB5/6
PPN

FIGURE 6.6 — Exemple de recalage entre une coupe histologique avec les neurones
GABAergiques du CuN (points oranges) et du PPN (points jaunes) mis en évidence,
le cryoblock et 'IRM anatomique 11.7T du sujet sain de I'’espace commun
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La Figure 6.7 et la Figure 6.8 explicitent la localisation des populations neuro-
nales de la MLR selon I'axe supérieur-inférieur. Des neurones cholinergiques, GA-
BAergiques et glutamatergiques ont été mis en évidence dans toute 1'étendue du
PPN alors que seuls des neurones GABAergiques ont été vus dans le CuN (ce qui
reste a confirmer). Une topographie de la densité des neurones du PPN selon |'axe
supérieur-inférieur a été observée : les neurones GABAergiques du PPN ont un pic
de densité situé plus au pole supérieur (+ 2 mm du début supérieur du PPN) que le
pic de densité des neurones cholinergiques (+ 3 mm du début supérieur du PPN ou
a 33.5 mm de I'obex). Les neurones glutamatergiques ont, eux, une forme différente
sans pic de densité mais avec un plateau de densité qui recouvre la majorité du PPN.

Neurones Neurones Neurones
cholinergiques GABAergiques glutamatergiques

érieur

Sup

érieur

Inf

FIGURE 6.7 — Visualisation des neurones cholinergiques (en rouge), GABAergiques
(en jaune dans le PPN et en orange dans le CuN) et glutamatergiques (en violet) dans
le CuN et le PPN selon I'axe supérieur-inférieur du sujet sain de I'’espace commun
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FIGURE 6.8 — Nombre de neurones cholinergiques, GABAergiques et glutamater-
giques dans le CuN et le PPN selon I’axe supérieur-inférieur du sujet sain de I'espace
commun

Le tableau suivant donne le nombre total de neurones cholinergiques, GABAer-
giques et glutamatergiques dans le PPN et le CuN du sujet sain de 'espace com-
mun. On ne retrouve pas de neurones cholinergiques et glutamatergiques dans le
CuN contrairement au PPN. Les nombres de neurones cholinergiques (30 271) et
glutamatergiques (28 323) dans le PPN sont assez similaires alors que les neurones
GABAergiques sont beaucoup plus nombreux (50 349). Les neurones cholinergiques
représentent 27% du nombre de neurones total du PPN, les GABAergiques 46% et les
glutamatergiques 27%.

PPN | CuN
Nombre de neurones cholinergiques 30271 0
Nombre de neurones GABAergiques 50349 | 8515
Nombre de neurones glutamatergiques | 28 323 0
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6.3.2 Les neurones cholinergiques du PPN a I’état pathologique

A l'état pathologique, nous nous sommes focalisés sur I’étude de la topographie
des neurones cholinergiques du PPN dans I'’espace commun. La Figure 6.9 montre
un exemple d'une coupe axiale a un niveau similaire du PPN chez un sujet sain, un
patient parkinsonien avec et sans troubles de la marche et de I’équilibre, et un pa-
tient atteint de PSP. Qualitativement, et par rapport au sujet sain, une perte de neu-
rones cholinergiques peut étre observée chez le patient parkinsonien avec troubles
de la marche et de I'équilibre et surtout chez le patient atteint de PSP,

B
PPN T N ri B A
g 3 , il R,
Sujet Sain Parkinsonien Parkinsonien Patient atteint
non-chuteur chuteur de PSP

FIGURE 6.9 — Coupes axiales a un niveau similaire du PPN chez un sujet sain, un pa-
tient parkinsonien avec et sans troubles de la marche et de I'équilibre, et un patient
atteint de PSP. Image adaptée de [Karachi et al., 2010]

La Figure 6.10 montre le nombre de neurones cholinergiques selon l'axe
supérieur-inférieur avec des courbes individuelles pour chaque sujet et patient. Les
différences intra-groupe de topographie et de nombre de neurones de neurones
semblent assez faibles. Les courbes du groupe comprenant les sujets sains semble
plus homogéne que les courbes des sujets pathologiques. Au niveau inter-groupe, il
semblerait avoir une perte neuronale entre le groupe des sujets sains et les groupes
de patients. Ceci va étre analysé avec le modele statistique mixte.
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La Figure 6.11 présente les résultats obtenus pour chaque population apres ap-
plication du modéle statistique mixte. On observe une perte de neurones choliner-
giques chez les patients parkinsoniens avec troubles de la marche et de I'équilibre (p
=1.18e-05) et surtout chez les patients atteints de PSP (p = 2.54e-10) par rapport aux
sujets sains. De plus, cette perte de neurones cholinergiques chez le patient parkin-
sonien ou atteint de PSP est homogene selon I’axe supérieur-inférieur.

Ainsi, le maximum de densité des neurones cholinergiques chez le sujet sain, pa-
tient parkinsonien ou atteint de PSP se situe a + 3 mm du début supérieur du PPN
ou a 33.5 mm de I'obex (fraction du systéme nerveux située a la base du bulbe rachi-
dien).

Sujets sains
500
" I Patients parkinsoniens non-chuteurs
@
=
o
& 400 [ Patients parkinsoni
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FIGURE 6.11 — Application du modele statistique mixte sur les quatre populations de
sujets/patients de I’étude

66



CHAPITRE 6. ETUDE DE LA REPARTITION TOPOGRAPHIQUE DES POPULATIONS
NEURONALES DE LA REGION LOCOMOTRICE MESENCEPHALIQUE

Le tableau suivant donne le nombre de neurones cholinergiques pour chaque
sujet/patient ainsi que la moyenne et I'écart type par population. Par rapport aux
sujets sains, la perte de neurones cholinergiques est de 36% chez les patients parkin-
soniens avec troubles de la marche et de ’équilibre (non significatif avec un test de
Kruskal-Wallis suivi d'un test U de Mann-Whitney), 53% chez les patients parkinso-
niens sans troubles de la marche et de I'équilibre (significatif, p < 0.01) et 71% chez
les patients atteints de PSP (significatif, p < 0.01).

Sujets sains | Parkinsoniens | Parkinsoniens | Patients  at-
non-chuteurs | chuteurs teints de PSP
34192 30311 31881 10 035
34088 33827 15228 10 549
42169 20131 16 368 17 597
41 182 31502 31338 18 547
4] 668 21828 12 563 8 848
41 607 29519 18 186
34 469
30271
Moyenne | 37 456 23874 17938 ™ 10929 ™
Ecart type | 4684 11681 11 064 6741

6.4 Discussion

6.4.1 LaMLR chezle sujet sain

Nous avons mis en évidence, pour la premiere fois, la présence de neurones glu-
tamatergiques et GABAergiques au sein du PPN chez 'homme sain. Ceci est cohé-
rent avec les données de la littérature sur la présence de ces deux populations neuro-
nales chezlerat etle chat [Clements and Grant, 1990, Ford et al., 1995, Jia et al., 2003,
Mena-Segovia et al., 2009, Wang and Morales, 2009, Martinez-Gonzalez et al., 2011].
Cependant la présence de neurones glutamatergiques et leur quantification restent
a confirmer par des techniques d’hybridation in situ en fluorescence. Concernant
la topographie des trois populations neuronales i.g. cholinergique, GABAergique et
glutamatergique, on a observé un pic de densité de neurones GABAergiques qui est
situé plus proche du pdle supérieur que le pic de densité des neurones choliner-
giques. Cependant, la moitié supérieure du PPN ne contient pas la majorité des neu-
rones GABAergiques mais 60% des neurones cholinergiques. La topographie établie
chez le rongeur avec une plus grande densité de neurones cholinergiques dans la
partie postérieure (correspondant a la partie inférieure chez ’'homme) et une plus
grande densité de neurones GABAergiques dans la partie supérieure du noyau n’a
donc pas été retrouvée [Mena-Segovia et al., 2009, Martinez-Gonzalez et al., 2012].
Ceci peut s’expliquer par 'anatomie et I'orientation du tronc cérébral qui different
entre le rongeur et ’humain.

Au niveau du CuN, seuls des neurones GABAergiques ont été mis en évidence
pour la premiére fois chez ’'homme sain. Nous n’avons pas détecté la présence de
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neurones glutamatergiques ; contrairement aux données de la littérature ot cette po-
pulation a été détectée chez le chat [Pose et al., 2000]. Comme dit précédemment, la
mise en évidence des neurones glutamatergiques a été difficile car le marquage im-
munohistochimique du transporteur vésiculaire vGlut2 au sein des corps cellulaires
est tres faible. Les résultats présentés sur les neurones glutamatergiques sont donc
préliminaires et nécessitent une validation supplémentaire qui est en cours.

6.4.2 Les neurones cholinergiques du PPN a I’état pathologique

Nos données confirment que les neurones cholinergiques du PPN dégénérent
chez le patient parkinsonien, avec une perte qui varie de 40 a 57% comme
indiqué dans la littérature [Hirsch etal., 1987, Jellinger, 1988, Zweig et al., 1989,
Rinne et al., 2008, Karachi et al., 2010]. De plus dans notre étude, nous avons observé
que seuls les patients parkinsoniens avec troubles de la marche et de I'équilibre pré-
sentaient une perte significative de 53% des neurones cholinergiques, alors que la
perte de 36% observée chez les patients sans troubles de la marche et de 1'équilibre
n’était pas significative. Ces résultats sont conformes avec ce que I'équipe avaient
précédemment publié [Karachi et al., 2010]. Nous avons observé que la perte était
plus importante chez les patients atteints de PSP. Sachant que la PSP est caractérisée
par'occurrence d'une instabilité posturale majeure, nos données suggerent une cor-
rélation entre la dégénérescence des neurones cholinergiques du PPN et les chutes
et troubles de I’équilibre. Cependant I’existence d'une dégénérescence des neurones
non-cholinergiques au sein du PPN et du CuN reste a déterminer.

Nous avons vu que, par rapport aux sujets sains, la perte des neurones choliner-
giques est homogene selon I'axe supérieur-inférieur pour tous les patients (parkin-
soniens avec et sans troubles de la marche et de I’équilibre et atteints de PSP). Ainsi,
la densité maximale des neurones cholinergiques est située a la méme hauteur chez
tous les sujets/patients. Dans le cadre de la SCP du PPN, cibler le maximum de den-
sité des neurones cholinergiques du PPN permettrait d’améliorer les bénéfices thé-
rapeutiques. Pour faire cela, on peut utiliser une carte de densité des neurones cho-
linergiques du PPN provenant d’un sujet sain. Ainsi, un atlas du tronc cérébral avec
cette information serait une vraie aide pour le ciblage et permettrait d’avoir une cible
optimale.

6.5 Conclusion

Chez 'homme sain, le PPN est constitué de neurones cholinergiques, GABAer-
giques et glutamatergiques alors que le CuN ne contient que des neurones GABAer-
giques. La présence ou non de neurones glutamatergiques dans le PPN ou le CuN est
en cours de validation.

Il existe un maximum de densité de neurones cholinergiques chez le sujet sain
et la perte des neurones cholinergiques chez le patient parkinsonien ou atteint de
PSP est homogene selon |’axe supérieur-inférieur. Ainsi, le maximum de densité des
neurones cholinergiques chez le sujet sain, patient parkinsonien ou atteint de PSP
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se situe a + 3 mm du début supérieur du PPN ou a 33.5 mm de I'obex. Ce maximum
peut étre visualisé sur la Figure 6.12 et serait la cible optimale de la SCP au niveau de
la MLR et, par conséquent, permettrait d’augmenter les bénéfices thérapeutiques de
cette neuromodulation.

FIGURE 6.12 — Maximum de densité des neurones cholinergiques (situé a + 3 mm du
début supérieur du PPN ou a 33.5 mm de I'obex) superposée sur I'RM anatomique
du sujet de 'espace commun. Les contours de certains faisceaux sont visibles : le
fascicule longitudinal médian en bleu, le faisceau central tegmental en violet et le
lemnisque médian en vert.

6.6 Contributions personnelles

J’ai effectué différentes parties de cette étude :

— La préparation du tronc cérébral de I'espace commun pour I'acquisition IRM
avec Anne-Sophie Rolland (neuroanatomiste) ;

— Lacquisition IRM du tronc cérébral de 'espace commun avec Anne-Sophie
Rolland (neuroanatomiste) et Mathieu Santin (neuroimageur) ;

— Le scan des coupes histologiques;
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— Lerecalage des données sur les coupes histologiques scannées;;

— La mise dans I'espace commun des données avec Anne-Sophie Rolland (neu-
roanatomiste) ;

— La préparation des données pour le modele statistique mixte;

— Lanalyse des résultats du modele statistique mixte avec Brian Lau.
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CHAPITRE 7. CONSTRUCTION D’UN ATLAS 3D DEFORMABLE DU TRONC
CEREBRAL HUMAIN

Nous avons présenté dans les deux chapitres précédents des travaux concernant
spécifiquement la MLR, chezle sujet sain et pathologique, a partir de données d'ima-
gerie in vivo (IRM de diffusion) et de tissu post mortem avec des coupes 2D trai-
tées par histologie et immunohistochimie. En paralléle de ces travaux, notre équipe
alancé la construction d'un atlas 3D déformable du tronc cérébral humain complet
en 2015, comprenant a la fois imagerie de diffusion post mortem et immunohistochi-
mie. Ce nouveau chapitre présente ces travaux, et en particulier mes contributions a
ce projet.

En combinant IRM de diffusion, IRM anatomique, histologie et immunohistochi-
mie, ce nouvel atlas permettra une meilleure compréhension 3D du tronc cérébral
et de ses noyaux et faisceaux de fibres. Cet atlas sera déformable c’est a dire qu'’il sera
recalé, par une méthode adaptée et validée, sur les IRM de patients opérés pour une
SCP du PPN afin de personnaliser la cible optimale. Cependant, cet atlas est un outil
qui sera utile au dela de la problématique de la SCP du PPN dans le cadre de la ma-
ladie de Parkinson. En effet, cet atlas contiendra tout le tronc cérébral et sera utile
pour toute étude clinique s’intéressant au tronc cérébral humain ou pour faire de
la SCP du tronc pour soulager la douleur [Hamani et al., 2006] ou rétablir I'audition
[Lenarz et al., 2006].

Les différentes structures du tronc cérébral dont la MLR ont déja
été délimitées sur quatre atlas "papier" [Schaltenbrand and Wahren, 1978,
Olszewski and Baxter, 1982, Paxinos and Huang, 1959, Naidich et al., 2007]. Dans
le cadre de la SCP de la région du PPN, ces atlas ont des limitations. En effet,
certains ne contiennent pas d'IRM anatomique [Schaltenbrand and Wahren, 1978,
Olszewski and Baxter, 1982, Paxinos and Huang, 1959] alors que le ciblage des
patients se fait généralement avec ce type d’acquisition et certains atlas ne
contiennent pas d'immunoshistologie mettant en évidence les neurones cho-
linergiques (seule approche permettant une localisation une précise du PPN)
[Schaltenbrand and Wahren, 1978, Olszewski and Baxter, 1982, Naidich et al., 2007].

De plus, nous savons que la SCP module l'activité des axones proches de
la cible avec des effets dans des régions éloignées possibles (Voir Figure 7.1)
[Kringelbach et al., 2007]. Les quatre atlas ont délimités les principaux faisceaux de
fibres du tronc cérébral humain. Cependant, méme avec ces atlas détaillés, I'orienta-
tion et la position spatiale 3D de ces faisceaux est parfois difficile a comprendre sur
des coupes 2D ou I'orientation n’est pas indiquée.
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Volume de tissu
activé

FIGURE 7.1 — Le volume de tissu activé par 'électrode de SCP module I'activité des
axones proches de la cible avec des effets dans des régions éloignées possibles

L'TIRM de diffusion haute résolution couplée a une méthode de tractographie de
fibres performantes permettrait :

— d’aider a I'identification de cibles si on souhaite cibler un faisceau ou si la
cible est définie anatomiquement par les faisceaux qui I’entourent;;

— d’optimiser la trajectoire de I'électrode pour éviter de stimuler certains fais-
ceaux connus pour induire des effets secondaires : (troubles oculomoteurs
apres une stimulation du nerf oculomoteur (III), syndrome cérébelleux apres
une stimulation du pédoncule cérébelleux supérieur, ou paresthésie apres
une stimulation du lemnisque médian, etc...);

— de corréler les effets cliniques observés suite a la SCP avec la distance de la
cible a certains faisceaux.

Ainsi, il nous semble nécessaire d’avoir un atlas 3D déformable du tronc céré-
bral humain combinant de 'IRM anatomique et de diffusion avec de I'information
histologique (marquage des neurones cholinergiques dans le cadre de la SCP de la
région du PPN). Le recalage de cet atlas sur les IRM de patients opérés pour une
SCP du PPN permettra d’optimiser la procédure en ciblant la densité maximale des
neurones cholinergiques du PPN et en anticipant les potentiels effets secondaires du
passage I'électrode dans certains faisceaux de fibres.

Peu de données existent concernant des acquisitions IRM de diffusion post mor-
tem a hauts champs combinés a des techniques immunohistologiques sur cerveaux
humains. La mise au point d'un protocole expérimental alliant de 'IRM de diffu-
sion permettant de réaliser de la tractographie avec un temps d’acquisition assez
court pour ne pas trop abimer le tissu a donc été nécessaire. Différents tests ont été
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réalisés sur un cerveau de macaque (de taille similaire a un tronc cérébral humain)
afin de mettre au point ce protocole expérimental. Les résultats sont décrits dans
la premiere section de ce chapitre et font 'objet d'un article en cours d’écriture. La
deuxiéme section du chapitre présente I'application de ce protocole expérimental a
un tronc cérébral humain.

74



CHAPITRE 7. CONSTRUCTION D’UN ATLAS 3D DEFORMABLE DU TRONC
CEREBRAL HUMAIN

7.1 Mise en place d’'un protocole d’'IRM de diffusion post
mortema 11.7T

7.1.1 Présentation de I'étude

Introduction et objectifs

L'IRM de diffusion post mortem offre des avantages par rapport a I'imagerie in
vivo comme la possibilité de faire de plus longues acquisitions et ainsi obtenir une
résolution spatiale élevée et pouvoir extraire, avec une méthode de tractographie
adéquate, de petits et complexes faisceaux de fibres avec de nombreux croisements
de fibres. Cependant, les propriétés IRM du tissu post mortem (temps de relaxation
T1 et T2) sont différentes du tissu in vivo en raison de la mort et de la fixation du tissu
choisie. Des agents de contraste, tel que le gadolinium, ont déja été utilisés dans des
études post mortem pour réduite le temps T1 et se rapprocher des valeurs in vivo. De
plus, le coefficient de diffusion apparent est réduit avec une acquisition post mor-
tem. Les valeurs de b doivent étre plus élevées pour une acquisition post mortem en
vue d’obtenir le méme type de contraste que pour une expérience in vivo. Ainsi, I'ap-
plication directe de protocoles développés pour I'imagerie in vivo pour de I'imagerie
post mortem sera insuffisante pour obtenir la qualité de données requise pour des
études contenant de la tractographie par exemple.

Ainsi, nous avons acquis des séquences T1-T2 et deux types de séquences d'IRM
de diffusion 3D (Spin Echo qui est considérée comme la séquence optimale mais
avec un temps d’acquisition tres long pouvant endommager le tissu et EPI segmen-
tée que nous avons souhaité évaluer) sur un cerveau de macaque post mortem a
11,7T. Le but de ce travail était de :

— Evaluer les changements longitudinaux du temps T1 aprés I'imprégnation au

gadolinium du cerveau;

— FEvaluer les effets de I'imprégnation au gadolinium du cerveau sur les temps

T1-T2 et 'IRM de diffusion;

— Comparer les résultats obtenus avec la séquence 3D spin écho et la séquence

3D EPI segmentée.

Matériel et méthodes

Toutes les acquisitions IRM ont été faites a I'IRM 11.7T sur un cerveau de ma-
caque post mortem perfusé et fixé. Trois types d’expériences ont été réalisées avec
une résolution isotropique de 200 um. Tout d’abord, pour évaluer les changements
longitudinaux des cartes T1 apres I'imprégnation du cerveau au gadolinium, nous
avons fait des acquisitions de cartes T1 répétées séquentiellement sur 12 jours. En-
suite, pour évaluer les effets de I'imprégnation au gadolinium sur les cartes T1-T2 et
I'IRM de diffusion, nous avons fait les mémes acquisitions T1, T2 et d'IRM de diffu-
sion avec et sans imprégnation au gadolinium. Enfin, nous avons fait une acquisition
3D EPI segmentée (73 heures) et une acquisition 3D spin echo (222 heures) avec les
mémes directions pour les comparer.
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Les données d'IRM de diffusion ont été pré-traitées et de la tractographie réa-
lisée avec le logiciel MRtrix ainsi que le calcul des cartes de microstructure. Nous
avons comparé nos résultats quantitativement avec diverses métriques comme des
mesures de signal sur bruit et des coefficients de Dice pour les faisceaux de fibres
extraits.

Principaux résultats

Le temps T1, acquis séquentiellement sur 12 jours aprés imprégnation du cer-
veau au gadolinium, ne varie plus apres 2 jours pour les structures de la matiere
blanche et les structures corticales de matiere grise. Par contre, pour les structures
de matiére grise sous-corticales, le temps T1 est stabilisé au bout de 12 jours. Cette
variation du temps T1 selon les régions apres imprégnation au gadolinium du cer-
veau implique d’attendre la stabilisation du temps T1 pour réaliser des acquisitions
IRM durant plusieurs jours nécessitant un T1 fixe.

La comparaison avec et sans imprégnation au gadolinium du cerveau montre
qu’il n'y a aucun changement du temps T2 entre ces deux expériences. Cependant,
apres imprégnation au gadolinium, il y a une inversion de contraste T1 entre la ma-
tiere blanche et la matiere grise. De plus, I'imprégnation au gadolinium donne de
plus grandes mesures de signal sur bruit sur les acquisitions d'IRM de diffusion.
Ainsi, les faisceaux de fibres reconstruits aprés imprégnation au gadolinium sont
plus cohérents anatomiquement que ceux reconstruits sans imprégnation au gado-
linium. L'imprégnation au gadolinium permet donc, en réduisant le temps T1, de
raccourcir le temps TR sans perdre beaucoup de signal ; ce qui est extrémement im-
portant pour une acquisition 3D. Enfin, les résultats liés a 'IRM de diffusion sont
meilleurs (plus hautes mesures de signal sur bruit) aprés imprégnation au gadoli-
nium sans avoir a rajouté des étapes de pré-traitements comme un débruitage par
exemple.

Enfin, nous avons fait une acquisition 3D EPI segmentée (73 heures) et une ac-
quisition 3D Spin Echo (222 heures) avec les mémes directions pour les comparer.
L'acquisition 3D spin echo offre une mesure de signal sur bruit plus haute que 'ac-
quisition 3D EPI segmentée. Cependant, les cartes dérivées de I'IRM de diffusion
sont extrémement proches visuellement et les distorsions sont minimes avec 'ac-
quisition 3D EPI segmentée. Au niveau de la tractographie, de nombreux faisceaux
ont pu étre reconstruits avec les deux acquisitions sauf un faisceau assez complexe
avec l'acquisition 3D EPI segmentée (voie nigro-striée). Ainsi, nous pensons qu’'une
acquisition 3D EPI segmentée avec un grand nombre de segments est une bonne al-
ternative aux acquisitions 3D Spin Echo pour les études nécessitant un temps d’ac-
quisition plus court.

Contributions personnelles

J’ai effectué différentes parties de cette étude :
— La préparation du cerveau pour les acquisitions IRM avec Anne-Sophie Rol-
land (neuroanatomiste) ;

76



CHAPITRE 7. CONSTRUCTION D’UN ATLAS 3D DEFORMABLE DU TRONC
CEREBRAL HUMAIN

— Les pré-traitements des données;

— Létape de tractographie;

— Les calculs des cartes de microstructure;;

— Les mesures de signal sur bruit pour comparer quantitativement les données
brutes d’IRM de diffusion;

— Les calculs des coefficients de Dice pour comparer quantitativement les fais-
ceaux obtenus.

7.1.2 Article
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Post mortem high resolution diffusion MRI for large specimen at 11.7 Tesla

with 3D segmented echo-planar imaging
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Abstract: Diffusion weighted imaging (DWI) has established itself as a powerful tool for
detection and diagnostic evaluation of neuropathological conditions in the brain. Post mortem DWI is
an increasingly popular method due to its unrestricted time limitations, thereby allowing high spatial
resolution to be achieved. However, alterations to post mortem tissue happen following death and
fixation and DWI protocols must be adapted. In this work, we evaluate longitudinal changes of T1
maps after gadolinium-staining (Gd-staining) of a post mortem macaque brain at 11.7T and the effects
of Gd-staining on T1 and T2 mapping as well as DWI. In addition, we compared a 3D-diffusion-
weighted segmented echo planar imaging (3D-DW seg-EPI) with a 3D diffusion-weighted spin echo
(3D-DW SE). We have demonstrated the feasibility of diffusion imaging of whole, post mortem
macaque brain using a 11.7T scanner and a 3D-DW seg-EPI sequence. With a 37-hours protocol, it is
possible to acquire data with a 0.2 mm isotropic resolution and 73 directions at b = 10 000 s/mm? Our
data is of sufficient quality to provide excellent visualization of white and gray matter anisotropy and
to enable diffusion tractography with results similar to the ones obtained with a 3D-DW SE
acquisition. We advise to stain specimen with Gd during 7 days because it will shorten T1 and give a
higher signal to noise ratio than without Gd-staining.

Key words: Post mortem; Segmented echo planar imaging; Diffusion MRI; Tractography;

High field; T1 and T2 parametric maps
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DWI: diffusion weighted imaging

EPI: echo planar imaging

FA: fractional anisotropy

FOD: fiber orientation distributions

Gd: gadolinium

ICVF: intra-cellular volume fraction

MRI: magnetic resonance imaging

MSME: multi slice spin echo

NODDI: neurite orientation dispersion and density imaging
OD: orientation dispersion

ROI: region of interest

SE: spin echo

SEG: segmented

SIFT: spherical-deconvolution informed filtering of tractograms

SNR: signal to noise ratio
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1. Introduction

Diffusion-weighted imaging (DWI) is a magnetic resonance imaging (MRI) technique that
maps the diffusion process of water, knowing that molecular diffusion in tissues is not free but reflects
interactions with many obstacles (Jones, 2010). In brain white matter, tissue consists of bundles of
myelinated axons. In such tissue diffusion is "hindered", i.e. it progresses more slowly than it would
in water. Crucially, it is more hindered across than along such bundles. Hence, by measuring diffusion
along many directions and observing that it is faster in one direction than in others, we can deduce the
direction of the fiber bundles at every point in the brain. Once this orientation of fibers is known,
these directions can be joined up to reconstruct entire pathways using tractography techniques and
hence brain connections (Jbabdi and Johansen-Berg, 2011).

Post mortem DWI offers advantages over in vivo imaging. For example, a post mortem
sample can be sliced for histological examination after the MRI acquisition or can be tested in ways
that are not appropriate for living subjects. The ability to scan samples for long periods of time could
further enable high spatial resolution for reconstructing small tracts or fine tract features.

However, post mortem DWI presents new challenges compared to in vivo imaging. In
particular, the MRI properties of post mortem tissue change due to death and fixation. Differences in
water mobility between different tissue types are the keys to tissue discriminability by MRI. T1
(longitudinal) and T2 (transverse) relaxation times of water protons rely on mobility of water within
the tissue. Soaking or rinsing fixed tissue in phosphate buffer solution significantly increases T2
(D'Arceuil et al., 2007; Shepherd et al., 2009; Thelwall et al., 2006). These results suggest that short
T2 is driven, at least in part, by the presence of fixative in tissue. Washing with pure buffer solution
appears to have little effect on T1 (D'Arceuil et al., 2007; Shepherd et al., 2009), but gadolinium-
doped buffer has been observed to reduce the T1 (D'Arceuil et al., 2007). In addition, with post
mortem DWI, the apparent diffusion coefficient is drastically reduced (Sun et al., 2003, 2005;
D'Arceuil et al., 2007), requiring higher b-values in order to obtain comparable diffusion contrast to in
vivo experiments. Straightforward application of protocols developed for in vivo imaging in a post
mortem application will be insufficient to obtain the quality of data required for applications such as
tractography.

In this manuscript, we acquired T1 and T2 parametric maps as well as two type of 3D
diffusion-weighted sequences: 3D diffusion-weighted spin echo (3D-DW SE) and 3D-diffusion-
weighted segmented EPI (3D-DW seg-EPI) on a post mortem macaque brain at 11.7T. The purpose of
the current work was to:

Q) Evaluate longitudinal changes of T1 maps after gadolinium-staining (Gd-staining) ;

(2 Evaluate the effects of Gd-staining on both T1 and T2 mapping as well as diffusion-
weighted images ;
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3 To compare SNR (signal to noise ratio) and tractography results obtained with the

two diffusion MRI protocols.

2. Material and methods

2.1. Tissue preparation

One adult macaque was deeply anesthetized and perfused transcardially with PFA 4%
glutaraldehyde 5% and PB (4 liters in 30 minutes). The brain was extracted immediately following
perfusion and postfixed for 6 hours in the same fixative at 4°C under constant, gentle agitation. After
fixation and for some MRI experiments, a 1:200 gadolinium MR contrast agent was added to the
buffer 5 days before imaging for the MRI experiments regarding the variation of T1 relaxation
parameter after Gd-staining and 5 days before imaging for the rest of the MRI experiments. The
specimen was degas with a vacuum pump for 3 hours before imaging.

All animal experiments were conducted in accordance with the EU Directive 2010/63/EU for

animal experiments.

2.2.  MRI experiments

All experiments were performed on the macaque brain using a 11.7T Biospec 117/16 (Bruker
Biospin, Germany) running Paravision 6.0.1, equipped with a 72-mm transceiver and with a
maximum gradient amplitude of 750 mT/m. Prior to start every MR imaging experiment, the brain
was transferred to an MR compatible vial and immersed in a liquid perfluorocarbon aprotonic solution
(Fluorinert, Sigma-Aldricht, Germany) for susceptibility matching and thus allowing better magnetic

field homogeneity.

2.2.1. Variation of T1 relaxation parameter after Gd-Staining

Post mortem brain was first soaked in a mixture of a Gadolinium-based contrast agent
(Dotarem, Guerbet, France) and Phosphate Buffer Saline (PBS) with a ratio of 1:200 for 7 days before
MR experiment. T1 maps were then obtained in three axially 2-mm oriented slices (centered on brain
center) using a multi slice spin echo (MSME) sequence with variable TR with the following
parameters: FOV 7.68*5.76 cm?; matrix size 384*288 leading to an in plane 0.2*0.2 mm? resolution;
TE=7.2 ms; 8 TR values (6 000, 3 000, 1 500, 800, 400, 200, 100 and 50 ms); 4 averages; scan time of
3 hours and 51 minutes. This experiment was sequentially repeated for a period of 12 days, leading to

a longitudinal estimation of T1 relaxation.
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2.2.2. Effects of Gd-staining on diffusion-weighted imaging

Two imaging sessions (with and without Gd-staining) were conducted with the same
sequences parameters. DWI was performed with a 3D-DW seg-EPI sequence using 32 segments.
Sequence parameters were: FOV 7.68*5.76*5.12 cm®, matrix size 384*288*256 leading to an
isotropic resolution of 200 wm; TR/TE=250/26.6 ms; gradient delay 6=6.5 ms and gradient separation
A=12.3 ms. Three different data sets were acquired with different b-values of 10 000, 4 000 and 500
s/mm2 with respectively 64, 32 and 8 non-collinear directions. 8 A0 images (without diffusion-
encoding gradients) were also acquired. Total scan time was 64 hours.

In addition, T1 and T2 parametric maps were obtained at the beginning and at the end of the
two series (with and without Gd-staining) to assess for T1 and T2 modification during experiment. For
T1, three axially 2-mm oriented slices were acquired using a Spin Echo sequence with variable TR
with the following parameters: FOV 7.68*5.76 cm?; matrix size 384*288 leading to resolution of
0.2%0.2 mm% TE=7,2 ms; 8 TR values (6 000, 3 000, 1 500, 800, 400, 200, 100 and 50 ms); 4
averages; scan time of 3 hours and 51 minutes. T2 maps were acquired on the same three slices using
a Multi Slice Multi Echo (MSME) sequence with the following parameters: TR=6000 ms; 8 TEs
values (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 ms); 4 averages; scan time of 1 hour and 55 minutes.

2.2.3. Comparison of 3D-DW SE and 3D-DW seg-EPI

For this comparison, we only considered Gd-stained brain (brain without Gd-staining was not
acquired because of scanning time). Images were acquired with a 3D DW seg-EPI sequence using 32
segments. Sequence parameters were: FOV 7.68*5.76*5.12 cm®; matrix size 384*288*256 leading to
an isotropic resolution of 200 pm; TR/TE=250/26.6 ms; gradient delay 6=6.5 ms and gradient
separation A=12.3 ms. Four different data sets were acquired with b-values of 10 000, 4 000, 1 000
and 500 s/mm?2 with respectively 64, 32, 16, and 8 non-collinear directions. 9 AO images (without
diffusion encoding gradient) were also acquired. Total scan time was 73 hours.

We then acquired DW images using a 3D-DW SE sequence during the same session to
guarantee good registration and similar tissue deformation. Sequence parameters were: FOV
7.68*5.76%5.12 cm®, matrix size 384*288*256 leading to an isotropic resolution of 200 pm;
TR/TE=250/25 ms; A partial fourier factor (PF) of % was used to maintain scan time below 10 days;
b-value=10 000 s/mm?2 with 64 non-collinear directions (the same directions as the previous protocol
described). One A0 image (without diffusion gradient) was also acquired. Total scan time was

approximately 222 hours.
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2.3. Data analysis

2.3.1. Pre-processing
All DW acquisitions were denoised as the first step of the image-processing pipeline (Veraart
et al., 2016a, 2016b). Then, we performed B1-field inhomogeneity correction for all DW volume
series (Tustison et al., 2010).

2.3.2. Tractography

We estimated the distribution of fiber orientations (FOD) present within each voxel using the
Constrained Spherical Deconvolution framework (Jeurissen et al., 2014; D’hollander et al., 2016).

Whole brain probabilistic tractography was run with the following parameters: 10 000 000
tracks, step length of 0.1 mm, curvature threshold of 45°, minimum tract length of 6 mm, maximum
tract length of 250 mm and fiber orientation distribution amplitude cut-off of 0.6. The spherical-
deconvolution informed filtering of tractograms (SIFT) was applied to reduce the number of
streamlines to 1 million to provide a biologically meaningful estimate of structural connection density
by removing false positive tracts (Smith et al., 2013). The tracts of interest in the resulting tractogram

were isolated from the tractogram with manually defined regions of interest (ROI).

2.3.3.  Microstructure information
We fitted neurite orientation dispersion and density imaging (NODDI) on the multi b-value
DW data sets using the NODDI Matlab toolbox (Zhang et al., 2012). Briefly, this toolbox estimates
the following microstructure information: the intra-cellular volume fraction (ICVF) referring to the
space bounded by the membranes of neurites, their orientation dispersion (OD), and the isotropic

volume fraction.

2.3.4.  SNR measurements
We performed SNR measurements in different images: on “unweighted” A0 images, on DW
scans at b=10 000 s/mm?, on the NODDI maps and on the fractional anisotropy (FA) map. ROI
included the background and a coherently oriented white matter region (the splenium part of the
corpus callosum). The mean of the signal intensity (SI) and the noise level taken as the standard
deviation (SD) were computed for each ROI and for each scan. SNR was then computed as Slcompus

calllctsum/S Dbackground-

2.3.5. Dice measurements
To evaluate the tractography, we generated tract density imaging (Calamante et al., 2010) for

all reconstructed pathways and we computed Dice coefficients (Dice, 1945). Dice coefficients were
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computed for tracts reconstructed with the 3D-DW seg-EPI and 3D-DW SE protocol with Gd-
staining. Dice coefficients were also computed for the 3D-DW seg-EPI with and without Gd-staining.

2.3.6. T1and T2 relaxation value
T1 and T2 values were computed using the Paravision built-in ISA software (Bruker Biospin,
Germany). ROIs were manually defined on different brain structures: gray matter, white matter,

corpus callosum, thalamus, caudate nucleus and putamen.

3. Results

3.1. Experiment n°1: longitudinal changes of T1 values after Gd-
staining
Figure 1 shows the evolution of T1 value over a period of 12 days. We observe that on white
matter and cortical gray matte, T1 does not evolve after a period of 2 days. For some subcortical gray

matter structures like the thalamus, T1 reaches a plateau after a period of 12 days. Moreover, after 12

days, white matter T1 value remains higher that other gray matter region.
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Figure 1: Evolution of T1 value in different ROIs over a period of 12 days
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3.2. Experiment n°2: effects of Gd-staining on T1-T2 maps and
DWI

Figure 2 compares the T1 and T2 maps and Table 1 indicates the T1 and T2 values without
and with Gd-staining at two different times.
Without Gd-staining, we did not observe significant change in white and gray matter T1 and

T2 over time.
With Gd-staining, T1 is reduces and there is an inversion of T1 contrast between gray matter

and white matter. The change of T2 values is limited in gray matter and white matter.

| with
Gd-Staining
t=0 t = 64h t=0 t = 64h
Figure 2: T1 and T2 maps without and with Gd-staining.
White matter T1 T2
t=0 t = 64h t=0 t =64h
Without Gd-staining 528 + 22 628 + 25 25+ 30 27+ 30
With Gd-staining 242 £ 16 263+ 11 22+10 22+10
Gray matter T1 T2
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t=0 t = 64h t=0 t=64h
Without Gd-staining 114751 1055+44 45 + 20 44 + 20
With Gd-staining 194+ 70 21570 32+10 34 +10

Table 1 : T1 and T2 values without and with Gd-staining. Values were measured at the beginning and

at the end of experiment.

Table 2 indicates the SNRs at b-values of 0 and 10 000 s/mmz2. Fig. 3 compares diffusion
indices (“unweighted” DWI scans, DWI scans at b=10 000 s/mm?, FA color map and NODDI maps)
derived from the macaque brain scanned using the DWI protocol without and with Gd-staining and
preprocessed without and with denoising. Visually and with the calculated SNRs, we see that the
denoising technique show highly enhanced SNR for the DWI protocol without Gd-staining: the SNR
with denoising at 10 000 s/mm? is about 1.5 higher compared to the SNR without denoising.
However, on the DWI protocol with Gd-staining, the SNR without denoising and with denoising did
not differ at b = 10 000 s/mm? but increased with denoising at b = 0. These SNRs discrepancies on the
raw DWI data leaded to the differences observed on the FA color and NODDI maps (Fig. 3). Indeed,
results are similar with Gd-staining regarding if the denoising step is done or not whereas denoising is
really useful for the acquisition without Gd-staining and gives great images. Some differences in
contrast can be seen on the intra-cellular volume fraction map: a clear delimitation between gray and

white matters is more visible with Gd-staging than without Gd-staining.

Without Gd-staining With Gd-staining
Without ) . Without ] .
o With denoising o With denoising
denoising denoising
b =0 s/mm? 28.13 31.74 34.91 61.34
b = 10 000 s/mm? 6.43 10.08 10.37 10.74

Table 2: SNR values calculated in the splenium part of the corpus callosum using the DWI protocol

without and with Gd-staining.
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With Gd-staining

Without denoising With denoising

b = 0 s/mm?

b = 10 000
s/mm?

FA color

Intra-cellular
volume
fraction

Orientation
dispersion

Isotropic
volume
fraction

Figure 3: Diffusion indices derived from the macaque brain scanned using the DWI protocol without

and with Gd-staining and preprocessed without and with denoising.

Fiber tractography for the corpus callosum, pallido-thalamic tract, nigrostriatal pathway,
superior cerebellar peduncle, middle cerebellar peduncle and the inferior cerebellar peduncle are
shown in Fig. 4. The corpus callosum, the nigrostriatal pathway and the three cerebellar peduncles
were reconstructed using the DWI protocol without and with Gd-staining. The acquisition with Gd-
staining produced the highest-quality tract reconstruction. We found Dice coefficients of 0.75, 0.40,
0.43, 0.41, 0.63 and 0.57 for, respectively, the corpus callosum, the left nigrostriatal pathway, the
right nigrostriatal pathway, the superior cerebellar peduncle, middle cerebellar peduncle and the
inferior cerebellar peduncle. The reconstruction of the pallido-thalamic tract was not possible in the

DWI protocol without Gd-staining contrary to the DWI protocol with Gd-staining. The Dice
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coefficient for the pallido-thalamic is very low with a value of 0.25 for the right side and 0.27 for the
left side.

Without Gd-staining

Superior cerebellar peduncle Middle cerebellar peduncle Inferior cerebellar peduncle

Superior cerebellar peduncle Middle cerebellar peduncle

With Gd-staining

Inferior cerebellar peduncle

Figure 4: Tractography performed on the macaque brain scanned using the DWI protocol without and
with Gd-staining and denoised. The corpus callosum, the pallido-thalamic tract, the nigrostriatal
pathway, the superior cerebellar peduncle, the middle cerebellar peduncle and the inferior cerebellar

peduncle were extracted.

3.3.  Experiment n°3: comparison of 3D-DW SE and 3D-DW

seg-EPI
Table 3 indicates the SNRs at b-values of 0 and 10 000 s/mm?2 using the 3D-DW SE and the
3D-DW seg-EPI. Fig. 5 compares diffusion indices (“unweighted” DWI scans, DWI scans at b=10
000 s/mm2 and FA color map). As expected, the noise level of the 3D-DW SE taken as the standard
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deviation in the background is close to zero which gives a high SNR value. The denoising step make
no difference on the SNR values for the 3D-DW SE but it increases the SNR for the 3D-DW seg-
EPI. Visually, the different diffusion indices are quite similar between the two acquisitions even
if there is a small discrepancy on the brain edges with the FA color map. In addition, we can notice a
minimal deformation on the superior-inferior axis of the brain with 3D-DW seg-EPI compared to the
3D-DW SE.

3D-DW SE 3D-DW seg-EPI
Without With denoising Without With denoising
denoising denoising
b = 0 s/mm? 52.56 52.85 20.48 47.38
b =10 000 s/mm? 22.44 23.05 15.48 16.32

Table 3: SNR values calculated in the splenium part of the corpus callosum using the 3D-DW SE and
the 3D-DW seg-EPI.

3D segmented EPI - 37 hours

b = 0 s/mm?

b = 10 000
s/mm?

FA color

Figure 5: Diffusion indices derived from the macaque brain scanned using the 3D-DW SE protocol
and the 3D-DW seg-EPI. All DWI data were denoised.

Fiber tractography for the corpus callosum, pallido-thalamic tract, nigrostriatal pathway,
superior cerebellar peduncle, middle cerebellar peduncle and the inferior cerebellar peduncle are
shown in Fig. 6. All tracts were reconstructed using the 3D-DW SE and the 3D-DW seg-EPI. We
found Dice coefficients of 0.85, 0.82, 0.83, 0.53, 0.60, 0.83, 0.87 and 0.80 for, respectively, the
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corpus callosum, the left pallido-thalamic tract, the right pallido-thalamic tract, the left nigrostriatal
pathway, the right nigrostriatal pathway, the superior cerebellar peduncle, middle cerebellar peduncle
and the inferior cerebellar peduncle. We observed the biggest discrepancies with the reconstruction of
the nigrostriatal pathway between the two acquisitions. Even with the 3D-DW SE protocol, that
pathway is difficult to extract and the reconstructed tract contains false positive streamlines.

3D segmented EPI - 37 hours

Superior cerebellar peduncle Middle cerebellar peduncle Inferior cerebellar peduncle

Corpus callosum Pallido-thalamic tract Nigrostriatal pathway

T
Inferior cerebellar peduncle

Superior cerebellar peduncle Middle cerebellar peduncle

Figure 6: Tractography performed on the macaque brain scanned using the 3D-DW SE and the 3D-
DW seg-EPI. All DWI data were denoised. The corpus callosum, the pallido-thalamic tract, the
nigrostriatal pathway, the superior cerebellar peduncle, the middle cerebellar peduncle and the inferior

cerebellar peduncle were extracted.

Since the acquisition time for 3D-DW seg-EPI is shorter compared to the 3D-DW SE, we
were able to acquire multi-shell data and calculated NODDI maps. Fig. 7 shows the reconstructed

lateral lemniscus, medial lemniscus and medial longitudinal fasciculus pathways using the multi-shell
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3D-DW seg-EPI. The ROIs were segmented on the OD map instead of the B0, FA or the intra-cellular
fraction volume. The OD map highlighted the ROI used for the delimitation of each tract which is

harder to distinguish on the B0, FA or intra-cellular volume fraction maps.

Medial longitudinal

Lateral lemniscus Medial lemniscus 4
fasciculus

b = 0 s/mm?

FA

Intra-cellular volume
fraction

Orientation dispersion

Orientation dispersion
with pathway

Figure 7: Extraction of the lateral lemniscus (in purple), the medial lemniscus (in yellow) and the
medial longitudinal fasciculus (in blue) using the 3D-DW seg-EPI and the denoised data. The OD
map highlighted the ROI (in red) used for the delimitation of each tract which is harder to distinguish

on the BO, FA or intra-cellular volume fraction maps.

4. Discussion

4.1 Relaxation times
An appreciation of tissue relaxation parameters is an important component of sequence
optimization for any purpose. Relaxation parameters have been reported for live macaque brain at 4.7
T (Pfeuffer et al., 2004): 1520/67.5 ms for T1/T2 in gray matter and 1080/63.8 ms in white matter. In
formaldehyde fixed brain, measurements were 494/46 ms for T1/T2 in gray matter and 423/34 ms in
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white matter (D’arceuil et al., 2007). In perfused and fixed brain, we measured, without Gd-staining, 1
147/45 ms for T1/T2 in gray matter and 528/25 ms in white matter. With Gd-staining, we measured
194/32 ms for T1/T2 in gray matter and 242/22 ms in white matter. The decrease in gray matter T1 in
fixed tissue, without and with Gd-staining, was much greater than the decrease in white matter T1,
consistent with observations in human tissue (Tovi and Ericsson, 1992) and resulting in minimal T1
contrast in fixed brain images. Conversely, the drop in white matter T2, without and with Gd-staining
was slightly more than the drop in gray matter T2 although there was a clear gray/white T2 difference
remaining. The difference in T1/T2 between white matter than gray matter after fixation is unclear.
The cause may be related to the different lipid composition of myelin, a prominent feature of white
matter, as compared to the lipids that comprise the cell membranes of glia and astrocytes in gray
matter. It is possible that fixation affects myelin lipid in a manner that causes relatively greater
hindrance to water motion.

With Gd-staining, T1 is reduces and there is an inversion of T1 contrast between gray matter
and white matter. The change of T2 values is limited in gray matter and white matter. By reducing T1,
Gd-staining allows us to shorten the TR value without losing too much signal which is extremely
important for 3D-imaging. However, we showed that, with Gd-staining, T1 value varies in subcortical
gray matter regions during experiments. Special care should be taken when using T1 mapping of post
mortem specimen to calculate model like the g-ratio for example (Stikov et al., 2015).

4.2, Effects of Gd-staining on diffusion measurements

While the use of Gd agents in fixed brains can reduce T1 contrast, it is important to consider
potential effects upon the diffusion measurements. We found that Gd-staining gives higher SNR at b
=0 and at b = 10 000 s/mm?®. These SNRs discrepancies disappear at b = 10 000 s/mm? when a
denoising step is applied to the raw DWI. That denoising step have no effect on the SNR at b =
10 000 s/mm? for the DWI with Gd-staining. Our results show that Gd-staining and denoising DWI
without Gd-staining have the same effect on SNR. Nevertheless, for some post mortem specimens
with a low number of directions for instance, the denoising step have no effect on SNR for the
acquisition without Gd-staining (unpublished data). Moreover, Gd-staining improves the signal of the
images while the denoising step is an image processing technique that relies on many assumptions
(Veraart et al., 2016a, 2016b). For these reasons, we clearly advise to use Gd-staining instead of the

denoising step.

4.3.  Comparison of 3D-DW SE and 3D-DW seg-EPI
We found that diffusion indices are quite similar between 3D-DW SE and 3D-DW seg-EPI
even if SNR for 3D-DW SE is higher. However, SNR/Y(acquisition time) at b = 10 000 s/mm? for 3D-
DW SE is 1.5 and is 2.5 for 3D-DW seg-EPI. So, for a given time, 3D-DW seg-EPI gives a better
SNR.
92



Minimal deformation on the superior-inferior axis of the brain was found for the 3D-DW seg-
EPI compared to the 3D-DW SE. Geometric distortions are unequivocally regarded as the main
problem associated with single-shot EPI readout trajectories. Geometric distortion for 3D-DW seg-
EPI is reduced compared to standard EPI by a factor proportional to the segments width (Yeom et al.,
2012). By using a high number of segments, we can reduce these distortions and having similar
results to the 3D-DW SE.

3D-DW seg-EPI makes it possible to have images without much distortion but also coherent
diffusion indices which are similar to the 3D-DW SE. Due to its shorter acquisition time than the 3D-
DW SE for identical acquisition, it is possible to acquire a large number of directions while preserving
the tissue. This preservation of the tissue allows many multimodal applications. For instance, we can
validate tractography with histology (myelin staining) or with different clearing methods such as
iDISCO (Renier et al., 2014) or CLARITY (Chung et al., 2013) on the same specimen.

44. Practical considerations

Several imaging challenges emerged in this study. Among the most challenging was specimen
motion and the fact that the brain needed to be firmly stabilized during imaging. This was
accomplished by surrounding the specimen with pierced syringes. Others solutions have included
embedding the specimen in agar in a rectangular container (Pfefferbaum et al., 2004) or using a
plexiglass cradle that supports the brain in a desired orientation and maintains high humidity during
imaging (Schumann et al., 2001).

In addition, aspects of post mortem brain morphology differ significantly from in vivo
morphology. Physical changes that occur with death and fixation include changes in water proton
environment, collapse of CSF spaces, lack of flowing blood and other fluids, and collapse of capillary
volume. In order to prevent the appearance of bubbles in these empty areas, we have to degas with a
vacuum pump the specimen 3 hours before imaging.

Changes in the properties of fixed tissue are an important consideration for post mortem
imaging. T1 and T2, compared to in vivo, are altered which appears to depend on specifics of the
tissue preparation. Soaking or rinsing fixed tissue in phosphate buffer (non-fixative) solution
significantly increases T2 (D'Arceuil et al., 2007; Shepherd et al., 2009b; Thelwall et al., 2006),
potentially even exceeding in vivo values depending on the post mortem interval (Shepherd et al.,
2009a). These results suggest that short T2 is driven, at least in part, by the presence of fixative in
tissue. Washing with pure buffer solution appears to have little effect on T1 (D'Arceuil et al., 2007;
Shepherd et al., 2009b), but gadolinium-doped buffer has been observed to reduce the T1 in our study
and others (D'Arceuil et al., 2007). Given the variability in T1 and T2 reported for post mortem brains,
which appears at least in part to relate to tissue preparation, a conservative approach is to measure

these properties and adapt the 3D-DW seg-EPI protocol for those values.
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5. Conclusion

We have demonstrated the feasibility of diffusion imaging of whole, post mortem macaque
brain using a 11.7T scanner and a 3D-DW seg-EPI sequence. With a 37-hours protocol, it is possible
to acquire data with a 0.2 mm isotropic resolution and 73 directions at b = 10 000 s/mm?. Our data is
of sufficient quality to provide excellent visualization of white and gray matter anisotropy and to
enable diffusion tractography with results similar to the ones obtained with a 3D-DW SE acquisition.

Our data suggest that care must be taken in preparing post mortem brains because the changes
to post mortem tissue due to death and fixation present significant challenges for data acquisition. We
advise to stain specimen with Gd during 7 days because it will shorten T1 and give a higher SNR than

without Gd-staining. After 7 days Gd-staining, they will be no variation of T1.
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CHAPITRE 7. CONSTRUCTION D’UN ATLAS 3D DEFORMABLE DU TRONC
CEREBRAL HUMAIN

7.2 Atlas du tronc cérébral humain et IRM de diffusion

Le travail sur I'IRM de diffusion du tronc cérébral humain présenté dans ce cha-
pitre est inclus dans un projet plus large : la construction d’un atlas 3D déformable
du tronc cérébral humain sain post mortem qui sera recalé sur les IRM de patients
opérés pour une SCP du PPN afin de personnaliser la cible optimale.

Plusieurs troncs cérébraux humains ont été utilisés pour mettre au point les pro-
tocoles d’'imagerie IRM ou d’histologie. Ce projet est toujours en cours et regroupe le
travail de nombreuses personnes (Antoine Collomb-Clerc qui est doctorant en histo-
logie, Matthieu Faillot qui est étudiant en médecine, Fernando Pérez-Garcia qui est
ingénieur en neuroimagerie, Anne-Sophie Rolland qui est neuroanatomiste et moi-
meéme). Dans ce chapitre, nous allons présenter la partie IRM de diffusion post mor-
tem et tractographie de ce projet, qui est ma contribution personnelle, sur le dernier
tronc cérébral acquis. La partie histologique est toujours en cours d’analyse sur ce
tronc cérébral.

7.2.1 Introduction et objectifs

Le tronc cérébral est une structure complexe, cruciale pour le maintien des
fonctions de survie telles que la respiration, le sommeil, la conscience et la trans-
mission des informations sensorielles et motrices entre le cerveau et la moelle
épiniere [Nicholls and Paton, 2009]. La concentration spatiale de structures céré-
brales cruciales au sein du tronc cérébral le rend vulnérable a un large éven-
tail de troubles neurologiques comme la maladie de Parkinson [Braak et al., 2000],
la maladie de Huntington [Nasrallah and Wolk, 2014] et la sclérose en plaques
[Skoric et al., 2014]. Des applications récentes de la stimulation électrique dans le
tronc cérébral pour traiter les troubles de la marche chez les patients parkinsoniens
[Mazzone et al., 2005, Plaha and Gill, 2005, Stefani et al., 2007, Pereira et al., 2008,
Ferraye et al., 2010, Moro et al., 2010a, Peppe etal., 2010, Shimamoto et al., 2010,
Acar et al., 2011, Aviles-Olmos et al., 2011, Thevathasan et al., 2011, Khan et al., 2012,
Welter et al., 2015, Mestre et al., 2016], soulager la douleur [Hamani et al., 2006] ou
rétablir 'audition [Lenarz et al., 2006] montrent le potentiel de cette technique pour
traiter les troubles neurologiques. La chirurgie du tronc cérébral humain nécessite
une compréhension détaillée de son anatomie 3D pour éviter des dommages cri-
tiques pouvant entrainer des déficits post-opératoires dévastateurs. Les techniques
de ciblage de structures du tronc cérébral pour la SCP fondées sur 'IRM doivent
doivent étre améliorées pour augmenter les bénéfices thérapeutiques de cette opé-
ration.

En effet, les séquences classiques d'IRM telles que les images pondérées T1 et
T2 ne permettent pas une visualisation précise de I'anatomie du tronc cérébral
[Alvarez-Linera, 2010]. Des études utilisant 'IRM de diffusion ont montré le poten-
tiel de cette technique pour identifier les structures et les fibres dans le tronc cé-
rébral [Meola et al., 2016]. En raison de sa petite taille, de sa complexité et de son
emplacement dans le crane, I'IRM de diffusion in vivo du tronc cérébral humain
souffre souvent d'une faible résolution spatiale, d’effets de volume partiels, d’arte-
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facts de susceptibilité magnétique et de distorsions liées aux courant de Foucault
[Le Bihan et al., 2006].

LIRM de diffusion post mortem peut surmonter de nombreuses limitations
propres aux études in vivo grace a lutilisation d’agents de contraste exo-
genes ou de plus long temps d’acquisition par exemple. Certaines équipes
ont utilisé 'IRM de diffusion post mortem sur des tronc cérébraux humains
pour étudier l'anatomie complexe de la matiere blanche du cerveau pro-
fond [McNab et al., 2009, Edlow etal., 2012, Aggarwal et al., 2013, Ford et al., 2013,
Calabrese et al., 2015]. Beaucoup de ces études ont dii trouver un compromis entre la
résolution spatiale, I’échantillonnage angulaire et le champ de vue pour que le temps
de scan soit raisonnable. Par exemple, certaines études n'ont imagé qu’une partie du
tronc cérébral [McNab et al., 2009, Edlow et al., 2012], d’autres n’ont recueilli qu'un
nombre limité de directions de diffusion restreignant ainsi la qualité de la tractogra-
phie [Aggarwal et al., 2013] et une derniere étude s’est focalisée sur un seul faisceau
de fibres (voie cérébello-thalamo-corticale) [Calabrese et al., 2015].

Ainsi, pour contrer ces différentes limitations, nous avons développé un atlas 3D
détaillé des noyaux de matiére grise et des fibres de matiere blanche du tronc céré-
bral humain en utilisant une IRM anatomique haute résolution et une IRM de dif-
fusion post mortem acquises a 11,7 T. Pour cela, nous avons appliqué a un tronc cé-
rébral humain le protocole d’acquisition, décrit a la section précédente, d'IRM de
diffusion post mortem a 11.7T mis au point et validé sur un cerveau de macaque.

7.2.2 Matériel et méthodes

Préparation du tissu

Le tronc cérébral utilisé dans cette étude a été obtenue chez un homme de 69 ans
sans maladie neurodégénérative. Le délai post mortem était de 8 heures.

Apres extraction de la boite cranienne, le tronc a été immergé dans un mélange
de PBS, de PFA 4% et d’acide picrique 10% durant 8 jours pour fixer le tissu. Ensuite,
le tronc a été rincé durant 16 jours dans un mélange de PBS et d’azide 4% pour faire
descendre la valeur du temps de relaxation T2. Du gadolinium (1 :200) a été ajouté au
tampon 8 jours avant I'acquisition pour augmenter la valeur du temps de relaxation
T1.

Acquisitions IRM

Les acquisitions ont été faites sur le tronc cérébral humain entier a I'IRM 11.7T
Biospec 117/16 (Bruker Biospin, Allemagne) équipée avec le logiciel Paravision 6.0.1
et un résonateur pour émission d'un diametre interne de 72 mm.

L'imagerie par diffusion post mortem a été réalisée avec une séquence 3D EPI
segmentée. Les parametres de la séquence étaient : 32 segments, champ de vue 7,68
* 5,76 * 5,12 cm3; taille de la matrice 384 * 288 * 256 conduisant a une résolution
isotropique de 0.2 mm; TR / TE = 250 / 26,6 ms; 6 = 6,5 ms et A = 12,3 ms. Trois
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shells différents ont été acquis avec des valeurs b de 10 000, 4 000 et 500 mm?/s avec
respectivement 64, 20 et 4 directions non colinéaires. En outre, 4 images A0 (sans
gradient de diffusion) ont également été acquises avec les mémes parametres. Le
temps d’acquisition total était de 53 heures.

Une IRM anatomique T2* a aussi été acquise avec une séquence 3D RARE. Les
parametres de séquence étaient : champs de vue 7,68 * 6,24 * 4,8 cm?; taille de ma-
trice 512 * 416 * 320 conduisant a une résolution isotropique de 0,15 mm, TR / TE =
200/ 7,8 ms, 12 moyennages et rare-factor de 8. Le temps d’acquisition total était de
8 heures et 52 minutes.

Pré-traitements

Les volumes de diffusion acquis ont tout d’abord été débruités
[Veraart et al., 2016b, Veraartet al., 2016a]. Ensuite, nous avons corrigé les cou-
rants de Foucault et les mouvements du tronc liés a I'application des gradients de
diffusion [Smith et al., 2004a, Andersson and Sotiropoulos, 2016]. Enfin, I'inhomo-
généité du champ B1 en réception a été corrigée [Tustison et al., 2010].

Informations sur la microstructure

Nous avons calculé les cartes de "neurite orientation dispersion and density ima-
ging" ou NODDI sur nos données de diffusion afin d’avoir acces a différentes in-
formations telles que la fraction de volume intracellulaire qui correspond a l'es-
pace délimité par les membranes des neurites et leur dispersion d’orientation
[Zhang et al., 2012].

Tractographie

Nous avons estimé la distribution de l'orientation des fibres présentes dans
chaque voxel en utilisant la méthode de déconvolution sphérique contrainte et le
logiciel MRtrix [Jeurissen et al., 2014, Dhollander et al., 2016].

La tractographie probabiliste du tronc cérébral a été effectuée avec les para-
metres suivants suite a différents tests et a la visualisation du tractogramme : 10
000 000 faisceaux, longueur du pas de 0,1 mm, seuil de courbure de 45°, longueur
minimale de 6 mm, longueur maximale de 250 mm et limitation de 'amplitude de
la distribution de I'orientation des fibres a 0,6. Ensuite, la méthode SIFT a été ap-
pliquée pour réduire le nombre de faisceaux a 1 million et fournir une estimation
biologiquement cohérente de la densité de connexion en éliminant les faux positifs
[Smith et al., 2013].

Les faisceaux de fibres ont été isolés du tractogramme avec des ré-
gions d’intérét définies manuellement par moi-méme et Anne-Sophie Rol-
land (neuroanatomiste) a partir de nos connaissances anatomiques et de
la littérature [Schaltenbrand and Wahren, 1978,  Olszewski and Baxter, 1982,
Paxinos and Huang, 1959, Naidich et al., 2007, Meola et al., 2016].
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7.2.3 Résultats

Carte d’anisotropie fractionnelle

La Figure 7.2 montre les cartes d’anisotropie fractionnelle couleur du tronc cé-
rébral humain acquis avec une résolution de 0.2 mm?. Les coupes de 'IRM ana-
tomique (résolution de 0,15 mm?3) sont aussi montrées pour comparaison. On ob-
serve un contraste important a 11.7T qui permet de délimiter visuellement un grand
nombre de faisceaux de fibres (lemnisque médian, faisceau cortico-spinal, pédon-
cule cérébelleux moyen, les fibres pontines, etc....) mais aussi certaines structures
(noyau réticulaire du pont, locus coeruleus, matiere grise périaqueducale, etc....).

FIGURE 7.2 — Vue axiale des cartes d’anisotropie fractionnelle couleur et IRM anato-
mique du tronc cérébral humain a deux niveaux de coupes.

Informations sur la microstructure

Les cartes NODDI et la carte d’anisotropie fractionnelle sont montrées sur la Fi-
gure 7.3. Les résultats sont cohérents avec 'anatomie du cerveau entier et du tronc
cérébral humain : la fraction de volume intracellulaire est plus faible dans la matiere
grise que dans la matiere blanche, contrairement a la dispersion d’orientation qui
est plus élevée dans la matiére grise que dans la matiere blanche.

La carte de la fraction de volume intracellulaire et la carte de dispersion d’orien-
tation fournissent de nouveaux contrastes par rapport a 'IRM anatomique classique.
En combinant les cartes de microstructure, 'IRM anatomique et les cartes FA nous
pouvons délimiter avec précision des structures du tronc cérébral et ainsi placer
des régions d’'intérét pour la tractographie en utilisant tous ces contrastes en méme
temps.
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Anisotropie fractionnelle Fraction de volume intracellulaire Dispersion d'orientation

FIGURE 7.3 — Cartes d’anisotropie fractionnelle, de fraction de volume intracellulaire
et de dispersion d’orientation en vue axiale.

Tractographie

De nombreux faisceaux ont pu étre reconstruits avec I'IRM de diffusion acquise,
ce qui fournit un modele 3D complet des faisceaux du tronc cérébral humain et per-
met des analyses anatomiques fines.

2

Les trois pédoncules cérébelleux ont été extraits (Figure 7.4) et
leurs trajectoires sont cohérentes avec ce qui est décrit dans la lit-
térature [Schaltenbrand and Wahren, 1978, Olszewski and Baxter, 1982,
Paxinos and Huang, 1959, Naidich et al., 2007].

En effet, le pédoncule cérébelleux supérieur part du noyau dentelé du cervelet,
croise au niveau du mésencéphale et atteint le noyau rouge contralatéral.

Le pédoncule cérébelleux moyen est latéral au niveau du cervelet par rapport
aux pédoncules cérébelleux supérieur et inférieur, et suit les fibres transverses entre
le nerf trijumeau et le cervelet.

Enfin, le pédoncule cérébelleux inférieur part du cervelet et se situe médialement
par rapport au pédoncule cérébelleux moyen et latéralement par rapport au pédon-
cule cérébelleux supérieur au niveau de la moelle allongée.
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FIGURE 7.4 — Vue sagittale des pédoncules cérébelleux a gauche en 3D et vues axiales
des pédoncules cérébelleux a droite en projection sur la coupe. Pédoncule cérébel-
leux inférieur en violet, pédoncule cérébelleux moyen en orange, et pédoncule céré-
belleux supérieur en vert.

Outre les trois pédoncules cérébelleux, d’autres faisceaux ont été extraits (Fi-
gure 7.5).

Le lemnisque médian, au niveau de mésencéphale, suit la limite postérieure des
pédoncules cérébelleux, derriere la substance noire, ventrolatéral au pédoncule cé-
rébelleux supérieur et latéral au noyau rouge.

Le lemnisque latéral, au niveau du pont, est postérieur au lemnisque médian et
médial au pédoncule cérébelleux moyen alors qu’au niveau du mésencéphale il est
latéral au pédoncule cérébelleux supérieur.

Enfin, le faisceau pyramidal constitue les pyramides au niveau de la moelle allon-
gée, est dissocié en petits faisceaux au niveau du pont qui se mélent au pédoncule
cérébelleux supérieur au niveau du mésencéphale.
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FIGURE 7.5 — Vue sagittale des faisceaux a gauche en 3D et vues axiales des faisceaux
a droite en projection sur la coupe. Faisceau pyramidal en rouge, lemnisque médian
en jaune, lemnisque latéral en rose, et faisceau longitudinal médian en bleu clair.

Atlas multimodal

Comme dit précédemment, le travail sur I'IRM de diffusion du tronc cérébral hu-
main présenté dans ce chapitre est inclus dans un projet plus large : la construction
d’'un atlas 3D déformable du tronc cérébral humain sain post mortem qui sera recalé
sur les IRM de patients opérés pour une SCP du PPN afin de personnaliser la cible
optimale.

La Figure 7.6 explicite les nombreuses étapes de recalage nécessaires pour créer
cet atlas et les données utilisées. Aprés une acquisition d'IRM de diffusion et anato-
mique a 11.7T et une acquisition anatomique a 3T, le tronc cérébral a été congelé.
Il a ensuite été coupé selon I'axe inférieur-supérieur au microtome a congélation
(coupes axiales, perpendiculaires au plus grand axe du tronc cérébral). Des photos,
prises a chaque coupe, ont ensuite été recalées ensemble (similitude a 4 degrés de li-
berté) grace a des marqueurs présents sur le microtome et un cryoblock a été recons-
truit selon une méthode déja décrite [Yelnik et al., 2007]. Ce cryoblock sert d’espace
commun et toutes les autres modalités sont recalées sur lui. Les IRM anatomiques
ont été recalées sur le cryoblock en utilisant un algorithme 3D de block-matching
avec une transformation rigide a 6 degrés de liberté et une similitude a 7 degrés de
liberté [Ourselin et al., 2000].

Ensuite, des immunohistochimies ont été réalisées sur les coupes pour mettre en
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évidence différentes populations neuronales :

— Marquage TH : neurones dopaminergiques et noradrenergiques;

— Marquage ChAT : neurones cholinergiques;

— Marquage 5-HT : neurones serotoninergiques;

— Marquage GAD : neurones GABAergiques;

— Marquage Luxol Fast Blue : faisceaux de fibres.

Apres mise en évidence des différentes populations de neurones par immuno-
histochimie, les coupes ont été scannées avec un nanozoomer (Hamamastu) pour
obtenir des images hautes résolutions et recalées avec une transformation rigide a 3
degrés de liberté sur les photos correspondantes du cryoblock [Ourselin et al., 2000].

Tronc cérébral
humain fixé

Immunohistochimie wcrotome

1 Recalage 2D

Recalage 2D . Reconstruction 3D -

I Recalage 2D

) :
Recalage 2D z

Coupes scannées Photos du
cryoblock

)

Recalage 2D

FIGURE 7.6 — Diagramme général explicitant les différentes recalages nécessaires
pour la construction de 'atlas. Image provenant de Fernando Pérez-Garcia (ingé-
nieur en neuroimagerie a I'lCM sur la plateforme CENIR STIM)

A la fin de toutes les étapes de traitements, nous avons dans un méme espace
I'information provenant des IRM anatomiques et des coupes histologiques (contours
de structures ou comptage de neurones).

La Figure 7.7 montre un exemple de I'atlas a un niveau de coupe sur le tronc céré-
bral n°2 ayant servi a mettre au point les immunohistochimies. La méme procédure
est en cours sur le tronc cérébral définitif.
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FIGURE 7.7 — Vue axiale d’'une coupe histologique (en haut a gauche), de 'IRM anato-
mique 3T (en haut a droite) et de 'IRM anatomique 11.7T (en bas a gauche) avec les
contours de structures et les neurones cholinergiques en rouge. Image provenant de
Fernando Pérez-Garcia (ingénieur en neuroimagerie a I'ICM sur la plateforme CE-
NIR STIM)

Les résultats préliminaires de l'atlas du tronc cérébral n°2 ont été recalés sur
I'IRM anatomique 3T de quatre patients opérés pour une SCP du PPN (Figure 7.8
pour un exemple). Grace a I'information sur la densité des neurones cholinergiques
du PPN et les structures adjacentes, il est possible de prévoir une trajectoire optimale
de I'électrode.

106



CHAPITRE 7. CONSTRUCTION D’UN ATLAS 3D DEFORMABLE DU TRONC
CEREBRAL HUMAIN

FIGURE 7.8 — Représentation 3D de I'atlas recalé sur 'RM anatomique 3T d'un pa-
tient opéré pour une SCP du PPN. Les contacts de I'électrode les plus clairs sont en-
tourés par la plus forte densité de neurones cholinergiques. Image provenant de Fer-
nando Pérez-Garcia (ingénieur en neuroimagerie a I'ICM sur la plateforme CENIR
STIM)

7.2.4 Contributions personnelles

Jai effectué différentes parties de cette étude :

— La préparation du cerveau pour les acquisitions IRM avec Anne-Sophie Rol-
land (neuroanatomiste) ;

— Les acquisitions IRM avec Anne-Sophie Rolland (neuroanatomiste) et Ma-
thieu Santin (neuroimageur) ;

— Les pré-traitements des données de diffusion;;

— Létape de tractographie;

— Le calcul de cartes de microstructure.
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CHAPITRE 8. CIBLAGE DU NOYAU VENTRAL INTERMEDIAIRE DU THALAMUS

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Anis Kobb, étudiant de master 2, que
j’ai co-encadré avec Eric Bardinet durant son stage de 6 mois a I'Institut du Cerveau
et de la Moelle épiniere.

Il s’agit d’'une étude pilote dont les résultats seront a développer.

8.1 Introduction et objectifs

Nous avons vu au Chapitre 3 que la SCP du Vim est utilisée avec succes
dans le cadre du traitement des tremblements essentiels [Shinoda et al., 1993].
Des erreurs de ciblage peuvent compromettre lefficacité de la SCP et
conduire a des effets secondaires indésirables tels que des déficits moteurs
[Baizabal-Carvallo and Jankovic, 2016], I'’hypomanie [Chopraetal., 2012], des
troubles du controle des impulsions [Amamietal, 2015] et de la dysarthrie
[Tripoliti et al., 2011]. Ainsi, des approches améliorées et novatrices du ciblage
sont nécessaires pour fournir un guidage optimal et augmenter les bénéfices
thérapeutiques de la SCP du Vim pour les tremblements essentiels.

Le Vim fait partie du thalamus et la délimitation des noyaux thalamiques
n'est actuellement pas visible en imagerie conventionnelle in vivo; ce qui
empéche un ciblage direct a partir d'IRM anatomique. Il n'existe pas de mé-
thode sans défaut pour cibler la région du Vim mais différentes méthodes,
directes ou indirectes, existent : diagramme de Guiot, par recalage d’atlas ou
des méthodes basées sur I'IRM de diffusion car la connectivité du thalamus
et du Vim est connue [Percheron, 1977]. Toutes ces techniques ont été dé-
crites au Chapitre 3 et ont été utilisées avec succes pour le ciblage du Vim
[Coenen etal., 2011, Pouratianetal, 2011, Hyametal., 2012, Lujanetal., 2012,
Hunsche et al., 2013, Sudhyadhom et al., 2013, Anthofer et al., 2014,
Torres et al., 2014, Avecillas-Chasin et al., 2016, Sammartino et al., 2016]. Cepen-
dant, aucune étude, a notre connaissance, ne s’est attachée a regarder si les cibles
du Vim mises en évidence par ces techniques étaient anatomiquement localiséss au
méme endroit dans I’espace natif de chaque patient.

L'objectif de cette étude pilote est de localiser, avec plusieurs méthodes, une zone
cible dans le Vim pour traiter les tremblements essentiels avec la SCP. Les différentes
techniques de ciblage étudiées sont :

— Diagramme de Guiot [Guiot et al., 1967];

— Recalage de I'atlas YeB [Yelnik et al., 2007, Bardinet et al., 2009] ;

— Extraction du faisceau dento-rubro-thalamique par tractographie
[Coenen et al., 2011, Calabrese et al., 2015];

— Parcellisation du thalamus par tractographie [Behrens et al., 2004] ;

— Délimitation du Vim par rapport aux faisceaux adjacents extraits par tracto-
graphie [Sammartino et al., 2016].

Le second objectif est de quantifier les différences de ciblages entre ces cinq tech-
niques.
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8.2 Matériel et méthodes

La Figure 8.1 résume les étapes principales, décrites ci-dessous, de la méthodo-
logie employée dans cette étude.

. Ciblage du VIR par
Cibl du VIl | . . PR
thlage du auecie Segmentation des regions d'intéréts recalage de Patlas YeB

diagramme de Guiot

IRM T1 - 0,7 mm*

Calcul du modéle Ciblage du faisceau
d'ODF dentorubrothalamique

Ciblage du Vim avec les
faisceaux adjacents

Ciblage du VI par
parcellisation du thalamus

FIGURE 8.1 — Vue générale de la méthodologie

8.2.1 Acquisitions IRM et pré-traitements

Des acquisitions IRM a 3T ont été réalisées et pré-traitées chez 5 su-
jets dans le cadre du "Human Connectome Project"! [Glasser etal., 2013,
Sotiropoulos et al., 2013].

Des IRM anatomiques T1 et T2 ont été acquises avec une résolution de 0.7 mm?.

1. http://www.humanconnectomeproject.org/
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Un ensemble d’images pondérées en diffusion ont aussi été acquises avec les pa-
rametres suivants : résolution de 0.7 mm?3, 3 shells a b =1 000, 2 000 et 3 000 s/mm?
avec 90 directions pour chaque shell).

8.2.2 Segmentation des régions d’intéréts

Pour identifier le pédoncule cérébral, le noyau rouge, le thalamus et le Vim,
nous avons recalé I'atlas YeB dans |'espace natif de chaque sujet [Yelnik et al., 2007,
Bardinet et al., 2009].

Les aires corticales ont été segmentées avec la chaine de traitement "recon-all"
du logiciel Freesurfer 2 [Destrieux et al., 2010].

8.2.3 Tractographie

Nous avons estimé la distribution de l'orientation des fibres présentes dans
chaque voxel en utilisant la méthode de déconvolution sphérique contrainte et le
logiciel MRtrix [Jeurissen et al., 2014, Dhollander et al., 2016].

La tractographie probabiliste du cerveau a été effectuée avec les parametres sui-
vants : 100 000 000 faisceaux, longueur du pas de 0,1 mm, seuil de courbure de 45°,
longueur minimale de 6 mm, longueur maximale de 250 mm et limitation de I'am-
plitude de la distribution de I'orientation des fibres a 0,1. Ensuite, la méthode SIFT
a été appliquée pour réduire le nombre de faisceau a 10 million et fournir une esti-
mation biologiquement cohérente de la densité de connexion en éliminant les faux
positifs [Smith et al., 2013].

8.2.4 Ciblage du Vim

Cinqg méthodes différentes, détaillées ci-apres, ont été mises en place pour cibler
la région du Vim.

Diagramme de Guiot

Pour calculer la cible du diagramme de Guiot, nous avons transformer les IRMs
anatomiques T1 dans I'espace CA-CP c’est a dire que le point CA et le point CP se
trouve sur une méme coupe axiale. Dans cet espace et avec I'IRM anatomique T1,
nous avons extrait les coordonnées du point CA qui correspond au bord postérieur
de CA et du point CP qui correspond au bord antérieur de CP. En plus de ces deux
points, nous avons mesuré la largeur du 3™ ventricule sur une coupe coronale dans
I’espace CA-CP. La cible du diagramme de Guiot a été calculée de la maniere suivante
[Guiot et al., 1967] :

— x=11.5mm + 0.5*(largeur du 3™ ventricule) ;

— y=1/4%e de la distance CA-CP en avant de CP;

2. https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/
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— z = hauteur du plan CA-CP.
Nous avons ensuite appliqué la transformation inverse a cette cible pour mettre
ses coordonnées dans I'espace natif de chaque sujet.

Recalage de I'atlas YeB

L'atlas YeB été construit a partir d'un cerveau post mortem passé a 'IRM puis
traité avec des techniques histologiques. Ceci a permis de disposer d'un ensemble de
surfaces correspondant aux ganglions de la base et aux noyaux thalamiques chez un
sujet de référence [Yelnik et al., 2007]. Une stratégie de déformation linéaire a ensuite
été mise en ceuvre et validée pour recaler cet atlas dans I’espace natif de chaque sujet
[Bardinet et al., 2009]. Cette stratégie fournit une segmentation du Vim pour chaque
sujet. La cible sélectionnée correspond a la partie la plus inférieure du Vim.

Extraction du faisceau dento-rubro-thalamique

La tractographie du faisceau dento-rubro-thalamique a été faite en mettant une
région graine dans le noyau rouge et une région d’intérét d’arrét dans le cortex
moteur primaire. La cible sélectionnée correspond, au niveau CA-CP selon 'axe
supérieur-inférieur, au centre du faisceau dento-rubro-thalamique.

Parcellisation du thalamus

Il est possible d’obtenir une parcellisation compléte du thalamus en utilisant les
connexions cortico-thalamiques bien connues [Behrens et al., 2004].

Le masque du thalamus provenant de 'atlas YeB a été parcellisé en en se basant
sur sa connectivité corticale. Pour chaque voxel du thalamus, une tractographie pro-
babiliste est réalisée vers chacune de ces régions corticales cibles : préfrontale, aire
motrice primaire, cortex pré-moteur et I’aire motrice supplémentaire, somatosenso-
rielle, temporale, postérieure pariétal et occipital. Chaque voxel est représenté par
un vecteur C de taille 7 (le nombre de régions cibles) ou1 chaque valeur est le nombre
de fibres atteignant cette région. En réalisant cette opération pour tous les voxels du
thalamus, une carte de probabilité est obtenue pour chaque région cible. A partir des
cartes de probabilités, les voxels du thalamus sont classés en prenant le maximum
de connectivité. Ainsi, un voxel ayant son maximum de connectivité avec la région
temporale est classé « temporal ».

Nous avons ainsi obtenu une parcellisation du thalamus et la cible sélectionnée
correspond, au niveau CA-CP selon I'axe supérieur-inférieur, a la partie la plus laté-
rale de la région connectée au cortex moteur primaire.

Délimitation du Vim par rapport aux faisceaux adjacents

Cette méthode permet la localisation du Vim par rapport aux faisceaux adjacents
[Sammartino et al., 2016] : le faisceau pyramidal et le lemnisque médian définissent,
respectivement, les limites ventrales latérales et postérieures du Vim. Les régions
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d’intéréts pour extraire le faisceau pyramidal sont le pédoncule cérébral et le cor-
tex moteur primaire ipsilatéral. Pour le lemnisque médian, les régions d’intérét sont
placées au niveau du cortex sensoriel primaire et sur la colonne dorsale au niveau du
tronc cérébral.

La cible sélectionnée correspond, au niveau CA-CP selon l'axe supérieur-
inférieur, au centre d’'un cube équidistant de 3 mm des bordures du faisceau pyra-
midal et du lemnisque médian. La distance de 3 mm a été considérée comme une
marge d’erreur suffisante pour éviter des effets secondaires moteurs ou sensoriels
liés ala SCP du faisceau pyramidal ou du lemnisque médian.

8.2.5 Evaluation quantitative des différences entre ciblages

Nous avons quantifié les différences de ciblage du Vim entre les cinq méthodes
proposées en calculant la distance euclidienne entre les coordonnées de deux cibles
provenant de méthodes différentes. Les distances supérieures a 1,5 mm ont été
considérées plus significatives car, en dessous de cette valeur, divers parametres tels
que la taille du voxel ou la précision de 'appareil de stéréotaxie se combinent d'une
maniere qui ne peut pas étre prédite.

8.3 Principaux résultats et discussion

8.3.1 Coordonnées des ciblages

Les cinq méthodes de ciblages ont été mises en ceuvre sur cing sujets sains et ont
fourni 50 coordonnées de ciblage. Les deux tableaux suivants donnent les coordon-
nées du ciblage de chaque méthode dans I'espace natif des sujets et pour les deux
hémispheres. La Figure 8.2 montre les différents ciblages pour le sujet 100408.

On observe que toute les méthodes ont pu fournir un ciblage a partir de nos don-
nées. Aucun ciblage ne semble étre incohérent.

Sur I'axe médio-latéral, une tendance se dessine avec des méthodes ciblant une
zone plus médiane que d’autres. Les méthodes ciblant de la zone la plus médiane
a la plus latérale sont : recalage de 'atlas YeB, extraction du faisceau dento-rubro-
thalamique, diagramme de Guiot, délimitation du Vim par rapport aux faisceaux ad-
jacents et parcellisation du thalamus.

Une autre tendance se dessine sur I’axe antérieur-postérieur. Les méthodes ci-
blant de la zone la plus antérieure a la plus postérieure sont : diagramme de Guiot,
extraction du faisceau dento-rubro-thalamique, recalage de I'atlas YeB, délimitation
du Vim par rapport aux faisceaux adjacents et parcellisation du thalamus.

De part la méthodologie employée, les cibles de quatre méthodes ont la méme
position sur I'axe supérieur-inférieur. Seul le recalage avec I'atlas YeB est différent et
donne une cible localisée plus supérieure dans la plupart des cas.
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Coordonnées des ciblages dans I'espace natif {en mm)
Hémisphére | Diagramme |Recalage de | Extraction du faisceau |Parcellisation| Délimitation du Yim par rapport
gauche de Guiot | l'atlas YeB | dentorubrothalamique | du thalamus aux faisceaux adjacents
X -13.61 -12.28 -13.87 -15.01 -18,78
100307 | Y -17 .42 -18.88 -17.14 -18.42 -18.36
Z =271 -3.684 =271 =271 -2
X -12.81 -13.38 -12.52 -13.87 -10,0&
100408 | Y -20.98 -20,96 -20,72 -21.16 -21,16
F -1.93 -0.6 -1.93 -1.93 -1.93
X -12,18 -10,67 -10,38 -11.28 -11,08
101915 | ¥ -16,1 -16,74 -16,11 -16,23 -17 62
F -4.13 -343 -4.13 -4.13 -4.13
X -12.88 -12,38 -12.91 -14,14 -11
103414 | Y -16.8 -17.68 -168.47 -18.37 -17.18
F -3,35 -3,32 -3.38 -3,35 -3,35
X -12.2 -11.23 -11.2 -12.18 -11.54
106016 | Y -18.2 -18.27 -17.94 -18.88 -18.18
F -2.27 1,82 -2.27 =227 =227
Coordonnées des ciblages dans I'espace natif {en mm)
Hémisphére | Diagramme |Recalage de | Extraction du faisceau |Parcellisation| Délimitation du Yim par rapport
droit de Guiot | l'atlas YeB | dentorubrothalamique | du thalamus aux faisceaux adjacents
X 13,74 12,27 1342 14,85 142
100307 | Y -16.84 -16,78 -15.46 -17.21 -17.33
F -3.41 -3.8 -3.41 -3.41 -3.41
X 1443 13,66 14,39 15,19 12,359
100408 | Y -204 -18.36 -18.18 -20.86 -21.48
F o7 0.81 017 017 017
X 15,13 145 12,63 14,08 13,55
101915 | ¥ -16.8 -17.38 -16,23 -16,74 -17.32
F -3,39 -3,85 -3.38 -3,39 -3,39
X 11,59 11,19 10,69 1345 1043
103414 | Y -18,1 -16,7 -16,33 -17,12 -15,88
F -4.1 -2,69 -4, -4.1 -4,
X 12,32 10,12 12,68 12,19 10,31
106016 | Y -18.2 -18.56 -16.86 -18 67 -17.42
Z -1,32 -1.8 -1.32 -1,32 -1,32
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Diagramme de
Guiot

Recalage de
I'atlas YeB

Extraction du
faisceau dentoru-

brothalamique

Parcellisation du
EIETTS

Délimitation du
Vim par rapport
aux faisceaux
adjacents

FIGURE 8.2 — Exemple de ciblages calculés sur le sujet 100408. A : Diagramme de
Guiot. B : Recalage de I'atlas YeB avec le Vim en vert. C : Extraction du faisceau dento-
rubro-thalamique en vert. D : Parcellisation du thalamus avec en bordeaux les voxels
connectés a l'aire motrice primaire, en jaune ceux connectés au cortex préfrontale,
en blanc ceux connectés au cortex somatosensorielle, en orange ceux connectés au
cortex occipital et en rouge ceux connectés au cortex pré-moteur et |’aire motrice
supplémentaire. E : Délimitation du Vim par rapport au faisceau pyramidal en rouge
et au lemnisque médian en bleu.
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8.3.2 Evaluation quantitative des différences entre ciblages

Nous avons quantifié les différences de ciblage entre les cinq méthodes propo-
sées en calculant la distance euclidienne entre les coordonnées de deux cibles pro-
venant de méthodes différentes. Les tableaux des trois pages suivantes donnent les
coordonnées de ciblage pour chacune des techniques dans I'espace natif des cinq
sujets et pour les deux hémispheres.

La distance euclidienne entre deux cibles varie de 0.28 mm a 4.25 mm. Elle est
plus grande que 1.5 mm dans 62 des comparaisons sur les 100 calculées.

La méthode ayant le plus grand nombre de distance supérieure a 1.5 mm est
le recalage de I'atlas YeB avec I'extraction du faisceau dento-rubro-thalamique (8
comparaisons sur 10 dont la distance entre cibles est supérieure a 1.5 mm). Au
contraire, la méthode du diagramme de Guiot avec I'extraction du faisceau dento-
rubro-thalamique ainsi que le diagramme de Guiot avec la parcellisation du thala-
mus offrent un nombre de distance supérieure a 1.5 mm le plus faible (3 comparai-
sons sur 10 dont la distance entre cibles est supérieure a 1.5 mm).
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Distance euclidienne entre les cibles (en mm)

Diagramme de

Diagramme de Guiot et

Diagramme de

Diagramme de Guiot

Recalage de Iatlas

Recalage de

Recalage de |'atlas YeB

Extraction du faisceau

Extraction du faisceau

Parcellisation du

Hémisphére Guiot et . . Guiot et et délimitation du | YeB et extractiondu | l'atlas YeB et | et délimitation du ¥im | dentorubrethalamique dentorubrothalamique et thalamus et délimitation
gauche recalage de extraction du falstfeau parcellisation | ¥im par rapport aux faisceau parcellisation du par rapport aux et parcellisation du | délimitation du Vim par rappert| du Vim par rapport aux
I'atlas YeB dentorubrothalamique du thal fai dj ts | dentorubrothalamique thalamus faisceaux adjacents thalamus aux faisceaux adjacents faisceaux adjacents

100307 2,18 0,28 244 237 238 292 3,66 2,70 253 1,32
100408 141 047 0,97 287 1,60 143 3,59 142 251 3,82
101915 1,77 1,78 0,88 1,86 0,99 1,07 1,20 092 1867 140
103414 1,01 0,33 20 191 1,32 1,88 149 2,26 2,03 337
106016 1,07 1,03 0,68 0,66 0,56 1,22 0,55 137 042 0,98
Moyenne 149 0,78 1,40 1,93 1,36 1,70 2,10 173 183 2,17
Ecart-type 0,49 0,63 0,78 0,82 0,68 0,75 143 0,73 0,87 1,32

Distance euclidienne entre les cibles {en mm)

Diagramme de Diagramme de Gulot et Diagramme de | Diagramme de Guiot| Recalage de I'atlas Recalage de |Recalage de |'atlas YeB | Extraction du faisceau Extraction du faisceau Parcellisation du
Hémisphére Guiot et Guiot et et délimitation du | YeB et extraction du | I'atlas YeB et | et délimitation du Vim | dentorubrothalamique dentorubrothalamique et | thalamus et délimitation
droit recalage de extraction du faisceau parcellisation | Vim par rapport aux faisceau parcellisation du par rapport aux et parcellisation du | délimitation du Vim par rapport| du Vim par rapport aux
I'atlas YeB dentorubrothalamique du thalamus | faisceaux adjacents | dentorubrothalamique thalamus faisceaux adjacents thalamus aux faisceaux adjacents faisceaux adjacents

100307 1,55 142 117 0,67 1,82 2,66 2,07 2,26 2,03 0,66
100408 144 2,21 0,89 234 1,62 2,24 257 2,79 3,87 2,90
101915 3,69 2,568 1,05 1,66 1,64 267 2,07 1,54 143 0,79
103414 1,58 0,93 2,12 1,18 154 2,70 1,80 287 0,52 3,28
106016 228 1,389 049 216 an 213 125 188 244 2,28
Moyenne 2,11 1,70 1,14 1,60 1,93 2,48 1,95 2,27 2,05 1,97
Ecart-type 0,94 0,67 0,60 0,69 0,67 0,27 0,48 0,57 1,24 1,20

g
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Diagramme de

Recalage de I"atlas

Extraction du faisceau

Parcellisation du

Diagramme | Diagramme de Guiot Diagramme de i Recalage de I'atlas Recalage de P Extraction du faisceau N
Hémisphére | de lguiot ek ef e:t!action du l?.:‘u_iot _et déli?nlilzaolti;:] du | YeBet e_g:tlaction du | I"atlas _'l'geE! et :‘:IE;:?':‘ ‘:::T;:::::‘ dentoluhlo_tllal_amique d:;::i':::;t::t“:;:‘u:;l déli:r:‘:::z:sdztv‘im
gauche l?calage de Faisceau . parcellisation du | ¥im par rapport Faisceau . parcellisation aux Faisceaus et parcellisation du rapport auz Faisceaur par rapport auz
I"atlas TeB | dentorubrothalamigque thalamus auz Faisceaur | dentorubrothalamique | du thalamus - thalamus - h =
adiacents adjacents adjacents Faisceauz adjacents

100307 -132 -0,04 140 213 1,28 272 3.50 144 222 0,74

100408 047 0,29 098 286 026 0,43 Rhey] 1365 -ZAT 3B

. 101315 143 178 087 107 023 052 042 0,41 o7 -0,20
Di"f'*“:" W34 049 0.0z 128 158 052 175 -39 123 A9 e
selon 106016 -0,47 -1,00 -0,01 -0,66 -0.24 0,96 0,3 0,93 0,34 -0,65
Mogenne -0.76 -0.64 0.55 -0.86 0.08 1.3 -0.10 1.18 -0.22 -1.41

Ecart-type 0.7 0.76 0.96 1.90 0.83 0.93 2.52 023 1.94 198

100307 146 -0,28 200 0,94 174 054 054 228 122 -106

100408 0,0z -0.28 017 012 024 0,19 0,19 042 044 om

. 101315 0,54 0,0 0,13 152 053 -0.51 -0.51 0,1z 181 1,349
D::f:;“:" 103414 0,88 033 157 0,35 421 0,69 0,59 190 058 422
106016 0,07 -0,26 0,65 -0,02 -0,33 0,51 0,61 0,94 0,24 -0,710
Mogenne 0.61 -0.22 0.91 0.59 -0.83 0,30 0,30 1.13 082 -0.32

Ecart-type 0.61 013 0.84 0.63 0.63 0.43 0.43 0.93 0.53 1.06

100307 093 0,00 0,00 0,00 0493 0,33 0,43 0,00 ifil] 0,00

100408 133 0,00 0,00 0,00 133 133 133 0,00 oo 0,00

. 101315 0,70 0,00 0,00 0,00 0,70 0,70 0,70 0,00 ifil] 0,00
D::f:;“;" 103414 003 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00
106016 -0.45 0,00 0,00 0,00 045 0,45 0,45 0,00 0,00 0,00

Mogenne -0.32 0,00 0,00 0,00 0,32 0,32 0,32 0,00 0,00 0,00

Ecart-type 0.84 0,00 0.00 0,00 0.84 0.84 0.84 0.00 0.00 0.00

g
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Diagramme

Diagramme de Guiot

Diagramme de

Diagramme de
Guiot et

Recalage de I"atlas

Recalage de

Recalage de I"atlas
TeB et délimitation

Extraction du faisceau

Extraction du faisceau
dentorubrothalamique et

Parcellisation du
thalamus et

Hémisqhére de Guiot et et e:t!action du Eu_iut _et d_élimitalion du TebB et e_:tractiun du I"atlas _‘reE! et du ¥im par rapport dentnruhru_thal_amique délimitation du ¥im par délimitation du ¥im
droit recalage de Faisceau parcellisation du | ¥im par rapport Faisceau parcellisation - et parcellisation du -
I"atlas TeB | dentorubrothalamique thalamus auz Faisceauz | dentorubrothalamique | duthalamus aux f_alsceau: thalamus rapport aux faisceauz par rappor_t auz
adiacents adjacents adjacents Faisceauz adjacents

100307 147 0,32 -1 046 -115 258 193 143 0,78 055

100408 077 0,04 0,78 207 073 -163 130 0.0 203 283

. 101315 383 2,50 105 158 113 258 208 145 052 053
D::f:;“:" 103414 0,40 0,30 186 116 050 226 0,76 276 0,26 302
106016 220 -0,36 0,13 201 117 207 -0,13 0,43 237 1,38

Mogenne 1.69 0,68 -0.51 1.27 -0.74 -2.20 -0.42 -1.19 0.59 1.78

Ecart-type 128 112 113 1.04 07 044 153 1.18 1.54 117

100307 0,08 138 037 043 13z 043 043 1,75 187 01z

100408 -1.04 -2 04& 102 107 160 180 ZEV 229 ngz

. 101315 053 -0.57 -0,06 052 116 0,65 0,55 051 1,09 0,53
D::f:;“:" 103414 0,60 0,23 102 0,22 037 042 0,52 0,79 045 124
106016 0,36 -134 0,47 -0.78% 1,70 0.1 0.1 1,81 0,56 125
Mogenne 0,09 -1.0% 0.45 0.22 -1.14 0,36 0,36 1.51 1.27 -0.23

Ecart-type 0.63 0.92 0.38 0.7z 048 077 077 0.87 14 0.94

100307 0,43 0,00 0,00 0,00 043 0,43 0,43 0,00 ifil] 0,00

100408 064 0,00 0,00 0,00 054 054 04 0,00 oo 0,00

. 101315 0,26 0,00 0,00 0,00 0,26 0,26 0,26 0,00 ifil] 0,00
D::f:;“;" 103414 A4 0,00 0,00 0,00 14 14 141 0,00 0,00 0,00
106016 0,45 0,00 0,00 0,00 0,43 0,48 0,48 0,00 0,00 0,00

Mogenne -0.16 0,00 0.00 0.00 0.16 0.16 0.16 0,00 0.00 0.00

Ecart-type 084 0.00 0.00 0.00 0.84 0.84 084 0.00 0.00 0.00

g
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8.4 Conclusion

Nous avons calculé sur cinq sujets sains cinq méthodes de ciblage utilisées dans
le cadre de la SCP de la région du Vim pour traiter les tremblements essentiels.
Les cinq méthodes ont fourni des coordonnées cohérentes. Cependant, nous avons
trouvé des différences de distance entre cibles supérieures a 1.5 mm ce qui nous
parait significatif et pouvant affecter les résultats de la SCP. Il est donc important
d’évaluer ces méthodes pour choisir celle donnant les meilleurs résultats cliniques.

Pour cela, nous souhaitons calculer ces cinq techniques de ciblage chez des pa-
tients candidats a une SCP de la région du Vim pour traiter les tremblements essen-
tiels. Nous aurons donc acces a la position de nos différents ciblages mais aussi a la
position de I'électrode choisie par le neurochirurgien et qui donne les meilleurs ré-
sultats cliniques. Ainsi, nous pourrons dire quelle méthode donne un ciblage le plus
proche de I'électrode choisie par le neurochirurgien et est donc a privilégier.
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~ Chapitre ~

9 Conclusion et perspectives

L'objectif général de cette thése était de mieux caractériser les structures céré-
brales impliquées dans la neuromodulation pour optimiser le ciblage et, ainsi, aug-
menter les bénéfices thérapeutiques pour les patients et mieux comprendre les ré-
sultats de la neuromodulation.

Nous nous sommes intéressé a deux pathologies et a deux cibles de neuromodu-
lation : 1a MLR qui est une cible en cours d’évaluation pour les patients parkinsoniens
souffrant de troubles de la marche et de I’équilibre et le Vim du thalamus qui est la
cible de neuromodulation usuelle pour les tremblements essentiels.
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9.1 Contributions générales et perspectives a court
terme

9.1.1 Région locomotrice mésencéphalique

Ftude de la connectivité anatomique de la région locomotrice mésencéphalique

Nous avons exploré pour la premiere fois la connectivité de la MLR chez le singe
et chez 'homme pour déterminer si le PPN et le CuN appartiennent a des circuits
anatomiques différents (Chapitre 5). Nos résultats mettent en évidence le fait que le
PPN et le CuN projettent vers différents territoires anatomo-fonctionnels des gan-
glions de la base et du thalamus chez le singe et '’humain. Le PPN intégre des infor-
mations sensori-motrices, cognitives et émotionnelles alors que le CuN participe a
un réseau plus restreint intégrant principalement des informations émotionnelles.

Ainsi, dans le contexte de la neuromodulation chez les patients parkinsoniens
ayant des troubles de la marche et de 1'équilibre, nous préconisons le PPN comme
cible optimale de stimulation puisque ce noyau integre des informations sensori-
motrices.

Publication liée :

Sébille S.B.”, Belaid H.", Philippe A.C., André A., Lau B., Francois C., Karachi C.,
Bardinet E.. Anatomical evidence for functional diversity of the mesencephalic lo-
comotor region of primates. Neurolmage, 147 (February 2017), 66-78. http://doi.
org/10.1016/j .neuroimage.2016.12.011

Communications liées :

Sébille S.B., Valabregue R., Rolland A.S., Francois C., Bardinet E.. In vivo explora-
tion of the human brainstem complex pathways at 3 Tesla with track-density imaging :
a digital 3D microscope for anatomists. 24™ Annual Meeting of the International So-
ciety for Magnetic Resonance in Medicine (ISMRM), Singapour, Singapour. 2016.

Philippe A.C., Sébille S.B., Francois C., Karachi C., Valabregue R., Lehéricy S., Bar-
dinet E.. Computation of diffusion-based pathway connectivity map : a study of sub-
thalamic nucleus connections. 21" Annual Meeting of the Organization for Human
Brain Mapping (OHBM), Honolulu, USA. 2015.
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Etude de la répartition topographique des populations neuronales de la région lo-
comotrice mésencéphalique

L'étude précédente nous a amené a étudier la répartition topographique 3D des
différentes populations neuronales du PPN et du CuN chez I'homme (Chapitre 6).
Nous avons ainsi mis en évidence chez un sujet humain sain, pour la premiére fois,
les neurones cholinergiques, glutamatergiques et GABAergiques et montré que le
PPN est constitué de ces trois populations neuronales alors que le CuN ne contient
que des neurones GABAergiques. Un maximum de densité des neurones choliner-
giques a été identifié. De plus nous avons quantifié et comparé la répartition topo-
graphique 3D des neurones cholinergiques restants dans le PPN chez des patients
parkinsoniens avec et sans troubles de la marche et de 1'équilibre, et chez des pa-
tients atteints de PSP en comparaison avec des sujets sains. Nous avons conclu que la
perte de neurones cholinergiques est homogene selon I’axe supérieur-inférieur chez
les patients. Ainsi, le maximum de densité des neurones cholinergiques chez le sujet
sain, patient parkinsonien ou atteint de PSP se situe a + 3 mm du début supérieur du
PPN ou a 33.5 mm de I'obex et serait la cible optimale de la SCP au niveau de la MLR.
Nous espérons que cette étude permettra d’augmenter les bénéfices thérapeutiques
de la SCP du PPN.

Perspectives a court terme :

Il reste a confirmer la présence de neurones glutamatergiques du PPN chez
I’homme (en plus des neurones cholinergiques et GABAergiques que nous avons
déja étudiés) en utilisant la technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH,
de I'anglais fluorescence in situ hybridization) afin de mettre en évidence 'expres-
sion des ARN messagers du gene du transporteur du glutamate vGlut2. De plus, avec
cette technique FISH, nous espérons mettre en évidence |'expression des ARN mes-
sagers des genes chat, gadl et vglut2 afin de déterminer la présence ou non de co-
localisation d’acetylcholine avec du GABA ou du glutamate au sein d’'un méme neu-
rone du PPN chez 'homme.

Publication liée :

Sébille S.B.*, Rolland A.S.*, Collomb-Clerc A., Pérez-Garcia E, Faillot M., Goetz L.,
Lau B, Francois C., Bardinet E., Karachi C.. Histological caracterization of the mesen-
cephalic locomotor region in normal human brain and in patients with extrapyrami-
dal diseases. En cours d’écriture.
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Construction d’'un atlas du tronc cérébral humain

Au regard des incertitudes relatives a ’anatomie du tronc cérébral humain, nous
avons tres vite compris la nécessité d'utiliser les outils d'imagerie IRM pour augmen-
ter la précision de la SCP du tronc cérébral humain et donc les bénéfices thérapeu-
tiques (Chapitre 7).

Nous avons d’abord mis au point un protocole expérimental d’'imagerie d'IRM
post mortem a 11.7T sur un cerveau de macaque (de taille similaire a un tronc céré-
bral humain). Ce protocole permet de faire une acquisition d'IRM de diffusion post
mortem de haute résolution spatiale et angulaire tout en conservant un temps d’ac-
quisition permettant de faire de I'histologie sur le tissu. Nous conseillons, lors d’ac-
quisition d’IRM de diffusion post mortem avec des valeurs de b élevées, d'imprégner
le cerveau dans du gadolinium durant une semaine pour réduire le temps T1 et at-
teindre un plateau. Ceci permet d’avoir un meilleur ratio signal sur bruit. De plus,
en utilisant la séquence 3D EPI segmentée avec un grand nombre de segments, les
déformations sont réduites et les données de haute qualité.

Ce protocole expérimental a ensuite été appliqué a un tronc cérébral humain afin
de construire un atlas 3D déformable du tronc cérébral humain sain post mortem.
Latlas propose actuellement la localisation de 22 faisceaux de fibres.

Perspectives a court terme :

L'extraction des faisceaux par IRM de diffusion est terminée mais il serait intéres-
sant de valider cette extraction en mettant en évidence sur le méme tissu la myéline.
Il est possible de faire ceci par marquage histologique de la myéline ou en utilisant
la tomographie en cohérence optique (technique d’imagerie qui utilise une onde lu-
mineuse pour capturer des images 3D d’un tissu biologique, avec une résolution de
I'ordre du micrometre) [Assayag et al., 2013]. Nous explorerons cette derniere pos-
sibilité : les premieres acquisitions en tomographie en cohérence optique ont été
réalisées et les résultats sont encourageants.

Au niveau histologique, il reste a délimiter toutes les structures du tronc cérébral
en utilisant I'information des coupes histologiques. Ainsi, nous aurons les cartes de
densité de différentes populations neuronales, la délimitation des structures et les
faisceaux de fibres provenant de I'RM de diffusion dans un méme atlas.

Publication liée :

Sébille S.B., Rolland A.S., Bardinet E., Santin M.D.. Post mortem high resolution
diffusion MRI for large specimen at 11.7 Tesla with 3D segmented echo-planar ima-
ging. En cours d’écriture.

Communications liées :

Sébille S.B., Rolland A.S., Karachi C., Welter M.L., Bardinet E., Santin M.D.. High-
resolution diffusion imaging of post-mortem monkey brain : comparison of 3D Spin
Echo and 3D segmented EPI sequence at 11.7 Tesla. 25® Annual Meeting of the In-
ternational Society for Magnetic Resonance in Medicine (ISMRM), Honolulu, USA.
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2017.

Sébille S.B., Rolland A.S., Valabregue R., Karachi C., Welter M.L., Lehéricy S., Bar-
dinet E., Santin M.D.. On the use of Gadolinium-staining for high resolution ex vivo
NODDI measurements at 11.7T. 25" Annual Meeting of the International Society for
Magnetic Resonance in Medicine (ISMRM), Honolulu, USA. 2017.

Sébille S.B., Rolland A.S., Karachi C., Welter M.L., Bardinet E., Santin M.D.. Ex-
ploring ex vivo brainstem complex pathways with diffusion microstructure at 11.7T.
25" Annual Meeting of the International Society for Magnetic Resonance in Medi-
cine (ISMRM), Honolulu, USA. 2017.
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9.1.2 Ciblage du noyau ventral intermédiaire du thalamus

Le Vim du thalamus est la cible usuelle de la SCP pour les tremblements essen-
tiels. Différentes méthodes de ciblage, directes ou indirectes, du Vim existent et ont
été utilisées avec succes pour améliorer ce symptome tres invalidant. Nous avons
appliqué cinq méthodes de ciblage du Vim [Guiot et al., 1967, Behrens et al., 2004,
Bardinet et al., 2009, Coenen et al., 2011, Sammartino et al., 2016] sur les mémes su-
jets et comparé les différentes localisations de la cible (Chapitre 8).

Nos résultats préliminaires montrent que les cinq méthodes de ciblage induisent
des différences de distance entre cibles supérieures a 1.5 mm ce qui nous parait si-
gnificatif et pouvant affecter les résultats de la SCP. Il est donc important d’évaluer
ces méthodes pour choisir celle donnant les meilleurs résultats cliniques.

Perspectives a court terme :

Quinze sujets sains seront a ajouter a ’analyse : les données d'imagerie sont déja
acquises et il reste a calculer la cible avec les cinq différentes méthodes.

De plus, nous souhaitons calculer ces cinq techniques de ciblage chez vingt pa-
tients candidats a une SCP de la région du Vim pour traiter les tremblements es-
sentiels. Nous aurons donc acces a la position de nos différents ciblages mais aussi
a la position de I'électrode choisie par le neurochirurgien grace a des enregistre-
ments électrophysiologiques et qui donne les meilleurs résultats cliniques. Ainsi,
nous pourrons dire quelle méthode donne un ciblage le plus proche de I'électrode
choisie par le neurochirurgien et est donc a privilégier.
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9.2 Perspectives a long terme

L'ensemble des résultats obtenus dans cette these permettent de dessiner les fu-
tures perspectives possibles dans la lignée de de ce travail.

Les perspectives a plus long terme concernant la MLR et sa neuromodulation
sont nombreuses. Grace aux deux études anatomiques réalisées sur la MLR (Cha-
pitres 5 et 6) et a la construction de I’atlas du tronc cérébral humain (Chapitre 8), une
étude a été mise en place dans I’équipe "Neurochirurgie expérimentale" dont I'ob-
jectif est de tester I'efficacité de la SCP bilatéral au niveau du PPN et au niveau du
CuN chez douze patients parkinsoniens ayant des troubles de la marche et de I’équi-
libre. Pour chaque patient, une électrode est implantée avec au minimum un contact
dansle PPN et un autre dans le CuN. Les parametres de la stimulation sont réglés du-
rant un mois apres I'opération. Ensuite, la cible de la SCP (PPN ou CuN, avec ou sans
stimulation) est choisie de fagon aléatoire et en double-aveugle. Cette cible est sti-
mulée durant deux mois et le patient est évalué. La méme méthodologie est ensuite
appliquée pour les deux cibles restantes. L'évaluation du patient a la fin de chaque
période de stimulation permettra de conclure sur la meilleure cible pour traiter les
troubles de la marche et de I'équilibre chez les patients parkinsoniens. Aujourd’hui,
trois patients sur les douze prévus ont été stimulés et nous sommes toujours dans la
phase double-aveugle pour ces trois patients.

En outre, une acquisition d'IRM de diffusion a 3T (Siemens Prisma), multi-shells
et de haute résolution spatiale et angulaire, a été acquise chez tous ces patients avant
la chirurgie. Ces données permettront d’étudier la connectivité de la MLR chez les
patients parkinsoniens candidats a une SCP de la MLR en utilisant la méthodologie
mise en place chez les sujets sains au Chapitre 5 et de comparer les résultats entre
les deux populations pour étudier les différences de connectivité. De plus, il sera
possible de corréler les effets cliniques observés chez les patients suite a la SCP avec
le volume de tissu activé de la cible englobant certains faisceaux.

Concernant les perspectives a long terme de la neuromodulation du Vim, cer-
tains patients atteints de tremblements essentiels ne peuvent pas profiter de la SCP
car le risque chirurgical peut sembler trop élevé pour une pathologie ne mettant pas
en jeu le pronostic vital. Comme alternative a la SCP, une thalamotomie radiochi-
rurgicale (gamma-knife) peut étre proposée avec des résultats récents satisfaisants
[Kondziolka et al., 2008].

Actuellement, les lésions avec des HIFU de haute puissance représentent une
alternative de qualité a la thalamotomie. Il est possible d’effectuer un ciblage sté-
réotaxique en bénéficiant des travaux réalisés au Chapitre 8 et, ainsi, d’obtenir une
définition optimale de la zone anatomique visée. Dans un deuxieme temps, un essai
d’inhibition réversible par les ultrasons permettrait de s’assurer du bon effet clinique
et de I'absence d’effets secondaires (en particulier I'absence de dystonie pyramidale
homolatérale et I'absence de dysrathrie). Dans un troisieme temps, dans les cas fa-
vorables, une lésion définitive de petite taille (1.5 x 1.5 x 5 mm?3) sera réalisée afin de
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conserver |'effet clinique obtenu avec I'inhibition réversible. Cette nouvelle procé-
dure est en cours a la Pitié Salpétriére et a été financée dans le cadre de 'EQUIPEX
ULTRABRAIN.
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Ultrasons focalisés de haute
intensité
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Développées depuis maintenant plus d'un demi siecle, les applications théra-
peutiques des ultrasons focalisés de haute intensité ne cessent de se multiplier et
concernent les pathologies cancéreuses, mais aussi des tumeurs bénignes par des-
truction cellulaire [McDannold et al., 2010, Carpentier et al., 2016]. Dans cette an-
nexe, nous allons expliquer le principe physique des ultrasons focalisés de haute
intensité.
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L'ultrason est une onde mécanique et élastique, qui se propage au travers de sup-
ports fluides, solides, gazeux ou liquides. La gamme de fréquences des ultrasons se
situe entre 20 000 et 10 000 000 Hertz, trop élevées pour étre percues par 'oreille hu-
maine. U'application médicale des ultrasons la plus couramment utilisée et la plus
connue est I’échographie, principalement en raison de son cott raisonnable, de ses
bonnes résolutions temporelles et spatiales mais aussil’absence d’effet irradiant. Ce-
pendant, les ultrasons ne se limitent pas a I’échographie.

A.1 Production des ondes ultrasonores

Pour générer des ondes ultrasonores, un transducteur piézoélectrique qui
convertit I'énergie électrique en son peut étre utilisé [Copelan et al., 2015]. Comme
l'illustre la figure A.1, I'élément piézoélectrique oscille en expansion et en contrac-
tion a plusieurs reprises sous I'effet de la tension sinusoidale qui lui est appliquée,
générant une onde sonore.

L'élément piézo-élec- ‘
trique vibre pour

générer une onde acous- —— v E e'llnent‘
tique quand une tension piezo-electrique

lui est appliquée ‘

—

FIGURE A.1 — Génération d'une onde sonore par un élément piézoélectrique

Un matériau est généralement ajouté a 'arriere et joue le role de réflecteur, ce
qui permet a la fois de réfléchir 'onde arriére et de renforcer 'onde émise par la face
avant (Figure A.2). Les ondes ultrasonores générées sont ainsi transmises a partir de
I’élément piézoélectrique par sa face avant [Copelan et al., 2015].



Sans : Elément_
matériau arriere piézo-électrique
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Avec

matériau arriere Elément
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FIGURE A.2 — Utilisation d’'un matériau placé derriere I’élément piézoélectrique

A.2 Focalisation des ondes ultrasonores

Afin d’obtenir une image de bonne qualité, il faut balayer le milieu a explorer par
un faisceau ultrasonore tres fin pour obtenir une bonne résolution. Une nouvelle ap-
proche est proposée dans les années 40 a 50 avec I'apparition des sondes de thérapie
de forme concave (Figure A.3). Ainsi le faisceau ultrasonore émis se concentre en une
zone appelée zone focale de forme ellipsoidale dont les dimensions dépendent de la
fréquence d’émission des ultrasons et de la géométrie du transducteur. Avec la fo-
calisation, il est possible d’atteindre des densités d’énergie de I'ordre de 1000W.cm2
et porter ainsi la température a 80°C [McDannold et al., 2010]. De plus, I'utilisation
delafocalisation permet d’éviter d’endommager les tissus situé ente la surface émet-
trice et le point de recoupement des faisceaux ultrasonores. La focalisation des ultra-
sons porte I'appellation de HIFU pour high intensity focused ultrasound (ultrasons
focalisés de haute intensité) [Copelan et al., 2015].
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FIGURE A.3 — Focalisation par un élément piézoélectrique
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L'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) est une technique d’'imagerie non
invasive permettant d’accéder a la structure, la fonction et le réseau de connecti-
vité cérébral sous-jacent, a partir de différentes modalités : IRM anatomique, fonc-

tionnelle ou de diffusion.

Nous aborderons tout d’abord le phénomeéne de Résonance Magnétique Nu-
cléaire sur lequel repose le principe de 'IRM. Ensuite, les bases des différents
contrastes d'IRM anatomique seront détaillées. Enfin, le principe de 'IRM de dif-

fusion sera décrit.
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B.1 Résonance Magnétique Nucléaire

L'IRM est basée sur le phénomene de résonance magnétique nucléaire (RMN).
Ce phénomene a été décrit par Bloch et Purcell en 1946, mais 'idée d’utiliser ce phé-
nomene pour obtenir des images n’est apparue qu’en 1973 avec les travaux de Lau-
terbur et Mansfield.

Dans le phénomene de résonance magnétique nucléaire, un noyau atomique
absorbe le rayonnement électromagnétique a une fréquence spécifique, caracté-
ristique du noyau considéré, en présence d'un fort champ magnétique. Seuls les
noyaux ayant un nombre impair de protons ou de neutrons ou des deux sont concer-
nés par ce phénomene. La particularité de ces noyaux est qu’ils ont un moment ma-
gnétique nucléaire non nul. Dans ce chapitre et dans cette theése, nous nous inté-
resserons a la résonance magnétique du noyau d’atome d’hydrogene, grandement
présent dans le corps humain et possédant des propriétés spéciales qui permettent
son utilisation pour 'IRM.

B.1.1 Origine physique du signal

Les spins nucléaires représentant chaque atome d’hydrogene interagissent entre
eux en présence d'un champ magnétique. Cette caractéristique est a la base des ré-
sultats obtenus en RMN. Plus précisément, une expérience de RMN se compose de
trois phases (Figure B.1) :

1. On place les spins dans un champ magnétique statique intense B : tous les
spins ont alors un mouvement de précession autour de By avec une fréquence
vo appelée fréquence de Larmor :

Vo= IBol (B.1)
27

ou y estle rapport gyromagnétique spécifique de 'atome d’hydrogene. Le sys-
teme de spins génere alors un champ magnétique total parallele a By, en po-
sition dite longitudinale.

2. Ensuite, on applique au systeme un deuxiéme champ B; non colinéaire a By,
oscillant a la fréquence de Larmor, ce qui a pour effet de basculer les spins
dans le plan dit transversal. On a alors un basculement des spins d'un angle
a =90° et donc une absorption résonante des champs magnétiques de radio-
fréquence (RF) des spins nucléaires. Ce phénomene est la RMN.

3. Lors de l'arrét de I'excitation par RE la dynamique de retour des spins a I'état
d’équilibre crée un courant électrique qui peut étre mesuré. La relaxation est
le retour a I’état initial des spins.
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FIGURE B.1 - Principe de la RMN. http://culturesciences.chimie.ens.fr

Le temps de retour a I'équilibre des spins dépend des propriétés locales des tis-
sus. On appelle T} le temps de relaxation longitudinale et 7> le temps de relaxation
transversale. T; correspond au temps nécessaire pour que I'aimantation longitudi-
nale retourne a 63% de sa valeur finale et T» correspond au temps nécessaire pour
que I'aimantation transversale revienne a 37% de sa valeur initiale comme le montre
la figure B.2. Ces deux constantes dépendent des tissus et de l'intensité du champ
magnétique By. Lordre de grandeur pour le temps de relaxation 7 des tissus biolo-
giques est de 500ms a 1000ms pour un champ magnétique de 1,5T. Lordre de gran-
deur pour le temps de relaxation T5 des tissus biologiques varie entre 50ms et 100ms
pour un champ magnétique de 1,5T, soit un ordre de grandeur inférieur au temps T;.


http://culturesciences.chimie.ens.fr

FIGURE B.2 — Croissance de "aimantation longitudinale selon 7; et décroissance
de l'aimantation transversale selon T». Figure provenant de la thése de Linda
Marrakchi-Kacem soutenus en 2011.

B.1.2 Encodage du signal

Pour pouvoir obtenir des images de RMN, il faut localiser le signal dans I’espace.
En pratique, cette localisation est assurée grace a 3 types de gradients de champ ma-
gnétique : un gradient de sélection de coupe, un gradient d’encodage en phase et un
gradient d’encodage de fréquence.

o Le gradient de sélection de coupe sert a sélectionner la coupe que I'on sou-
haite imager. Cette sélection utilise le fait que les seuls spins dont le mo-
ment magnétique macroscopique est basculé dans le plan xoy sont ceux
qui précessent a la méme pulsation w; que 'onde RE Si on ajoute un gra-
dient de champ magnétique linéaire G, au champ magnétique By, les pro-
tons tourneront a une vitesse angulaire dépendante de leur position en z :
w(z) = wo +YB(z). Pour sélectionner a chaque fois une coupe différente, il
suffit de changer la fréquence de 'onde RE

o Le gradient d’encodage de phase sert a créer un déphasage des spins. L'ap-
plication d'un gradient G4 selon I'axe oy modifie la fréquence de rotation des
spins. Cette derniere s’exprime alors sous la forme : w(y, z) = w(z) + yGyp(y —
Yo). Lorsque I'application de Gy est interrompue, les spins précessent de nou-
veau a la vitesse w(z) mais avec une phase qui dépend de position en I'axe y.

» Le gradient d’encodage en fréquence sert a créer une différence de vitesse de
rotation des spins. L'application d'un gradient de champ magnétique G, se-
lon I'axe des x modifie la vitesse de rotation des spins. Cette vitesse s’exprime
alors sous la forme w(x, y, z) = yw(y, z2) + G, (x — Xp). Si on veut maintenir cette
différence de vitesse de rotation, il faut appliquer ce gradient pendant I’ac-
quisition du signal car a I'arrét de ce gradient les spins reprennent la méme
vitesse angulaire w(y, z).

La figure B.3 représente le diagramme de la séquence dite d’écho de spin. Ce dia-
gramme montre ’enchainement des ondes RF ainsi que les différents gradients d’en-



codage du signal. Le temps de répétition TR désigne le temps entre deux impulsions
RF de 90° et le temps d’écho TE désigne le temps entre I'impulsion de 90° et la mesure
du signal.

TE

FIGURE B.3 — Séquence de I'écho de spin. http://www.imaios.com/fr/e-Cours/
e-MRI/

B.1.3 Reconstruction de 'image

Le signal recherché en IRM correspond a I'amplitude de I'aimantation transver-
sale M7 en chaque point (x, y, z) de '’espace. Or sil’on mesurait directement le signal
sans I’encoder, on obtiendrait un mélange de toutes les aimantations transversales
correspondant a chaque point de l’espace. Lencodage du signal présenté précédem-
ment a permis de donner une phase et une fréquence différente a chaque point du
plan xoy. Cet encodage résulte en une relation de Fourier directe entre I'aimanta-
tion mesurée et le signal recherché :

Sz(kx(t),ky(t)):ffMT(t)exp(—j(kx(t)x+ ky(®)y)dxdy (B.2)
xJy

oll kx(8) = ¥ Jy Gu(wdu et ky(t) = y [y Gp(w)du définissent 'espace k ou plan de
Fourier dans lequel 'image sera acquise [Twieg, 1983].
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(a) Espace de Fourier (b) Espace spatial

FIGURE B.4 - Illustration de la représentation des images magnétiques

B.2 IRM anatomique

L'TRM anatomique permet d’avoir une vue statique du volume cérébral ou de cer-
taines coupes du cerveau. Elle constitue la base de toutes les études morphologiques.
Plusieurs contrastes statiques peuvent étre obtenus griace a I'IRM : pondération en
T, pondération en T, pondération en T,* et pondération en densité de protons.
Chacun de ces contrastes fournit des informations différentes des autres et permet
de mettre en valeur certaines structures que d’autres contrastes ne permettent pas
de mettre en valeur comme le montre la figure B.5.

T2%

FIGURE B.5 — Contrastes anatomiques 17, To* et T» en IRM

Il est alors possible en faisant varier les temps TR et TE d’obtenir des contrastes
physiques tres différents. Par exemple, avec un TE négligeable devant la valeur de
T», 'image résultante dépend essentiellement de la valeur de 7; (on dit qu’elle est
pondérée en Tp). Inversement, si le TR est beaucoup plus long que T3, le contraste
del'image sera dominé par la valeur de T», on aura donc une image dite pondérée en
T,. Pour avoir une image pondérée en T5*, il faut appliquer un temps de répétition
TR beaucoup plus long que le T; et un temps d’écho TE long. La séquence d’écho de
gradient permet d’obtenir ce type de contraste.



B.3 IRM de diffusion

L'IRM de diffusion permet d’obtenir des informations caractérisant le mouve-
ment spontané des molécules d’eau dans un milieu, et de remonter a la structure
sous-jacente de ce dernier. En particulier, cette technique permet de visualiser indi-
rectement la structure microscopique de la matiere blanche du systéme nerveux.

LIRM de diffusion explore les micro-mouvements des molécules d’eau. Ces
mouvements sont aléatoires et le comportement d'une seule molécule n’est pas pré-
visible. Albert Einstein prouve pourtant que l'observation d'un grand ensemble de
molécules permet d’augurer le phénomene [Einstein, 1905]. Cette modélisation a
I'échelle macroscopique du mouvement brownien est le phénomene de diffusion.

La diffusion de ces molécules peut étre libre (comme dans le liquide céphalo-
rachidien) ou restreinte (par les membranes cellulaires, les macromolécules, les
fibres...). Elle peut s’effectuer dans toutes les directions de I’espace (diffusion iso-
trope) ou de facon préférentielle dans une direction donnée (diffusion anisotrope)
comme dans les fibres nerveuses. La figure B.6 illustre ces mouvements.

A, Diffusion isotrope B. Diffusion anisotrope

FIGURE B.6 — Illustration du mouvement isotrope et anisotrope des molécules d’eau
[Rosenbloom et al., 2003]

B.3.1 Imagerie pondérée en diffusion

Le signal de résonance magnétique peut étre rendu sensible a la diffusion par
I'utilisation de séquences IRM spécifiques, qui supposent I'application successive de
deux gradients de champ magnétique courts et intenses. Ces gradients ont pour role
d’imprimer aux protons un déphasage de précession qui dépend de leur position.

En effet, le premier gradient donne a la précession des protons une avance de
phase proportionnelle a leur position sur ’axe du gradient. Le second gradient, exac-
tement opposé au premier, imprime aux protons un retard de phase de méme angle.
Au total, un proton qui est resté immobile subit donc un déphasage nul. Les protons
qui se sont déplacés entre 'application des deux gradients subissent un déphasage
non nul proportionnel a leur déplacement le long de 1'axe des gradients. Ainsi le si-
gnal mesuré est identique a celui que I'on aurait obtenu sans les gradients de diffu-
sion, a 'exception des déphasages supplémentaires introduits par le phénomene
de diffusion des molécules. On obtient alors une image volumique représentant I'in-
tensité du signal dans une direction de gradient de diffusion (figure B.7).



FIGURE B.7 — Données pondérées en diffusion. (a) Image acquise sans pondération
de diffusion. (b-g) Images de diffusion selon différentes directions de I’espace repré-
sentées par des points sur la sphere

Afin d’étudier 'anisotropie de la diffusion en chaque voxel, il faut multiplier le
nombre de directions de diffusion a acquérir pour avoir une information sur le mou-
vement des molécules d’eau dans plusieurs directions.

B.3.2 Le tenseur de diffusion (DTI)

La microarchitecture particuliére des fibres nerveuses est a l’origine d'une aniso-
tropie de diffusion dans la substance blanche cérébrale : la diffusion des molécules
d’eau est privilégiée dans le sens des fibres, et restreinte perpendiculairement aux
fibres.

Basser et collaborateurs [Basser et al., 1994, Basser and Jones, 2002] ont proposé
une modélisation de la diffusion dans un milieu anisotrope par une matrice D ap-
pelée tenseur de diffusion d’ordre 2. Il s’agit d'une matrice 3 x 3 symétrique définie
positive, qui caractérise la diffusion en tout point et dans toute direction. Elle est
obtenue en calculant la covariance du vecteur déplacement R par généralisation de



la loi d’Einstein [Einstein, 1905] :

Dy x ny Dy, 1
D=|Dyxy Dy, Dy :6—T<RRT> (B.3)
Dy, Dyz D,

Les éléments diagonaux de la matrice correspondent aux diffusivités selon 3 axes
orthogonaux et les autres éléments a la corrélation entre les déplacements le long
de ces axes orthogonaux. Cette matrice contient 6 coefficients inconnus a estimer.
Cette matrice est diagonalisable dans une base de vecteurs propres e, e, et e3 de va-
leurs propres associées 11, A, et A3 positives et telles que 1; > 1, > 13. Le tenseur de
diffusion peut étre représenté sous forme d’un ellipsoide dont la taille, la forme et
Porientation décrivent d’'importantes caractéristiques de la diffusion. La direction
principale de I'ellipsoide est donnée par la direction du vecteur propre associé a la
valeur propre la plus élevée comme le montre la figure B.8.
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FIGURE B.8 — Représentation du tenseur de diffusion a l’aide d’ellipsoides

Un post-traitement de ces informations, plus ou moins complexes, permet d’ob-
tenir différentes mesures scalaires comme le montre la figure B.9 :
o Coefficient de diffusion apparent;
¢ Anisotropie fractionnelle (nulle lorsque la diffusion est isotrope, de valeur
croissante lorsque la diffusion devient anisotrope) ;
 Direction de diffusion principale.

Le modele du tenseur de diffusion reste encore le modele le plus utilisé en ima-
gerie de diffusion et a permis de grandes avancées dans la compréhension du fonc-
tionnement du cerveau et des neuropathologies. Malgré toutes les avancées rendues
possibles grace a ce modele, il présente le grand inconvénient de reposer sur une hy-
pothese trés forte d'une diffusion libre, ce qui n’est pas le cas dans le tissu cérébral.
Ce modele suppose aussi quun méme voxel ne contient qu'une seule population
de fibres de méme orientation ce qui n’est pas le cas. Dans un voxel contenant un
croisement de fibres comme celui présenté dans la figure B.10, le tenseur est plat et
il ne permet pas de retrouver les différentes orientations des fibres présentes dans ce
voxel.

Ainsi, d’autres modeles sont apparus permettant de distinguer les croisements
de fibres. Certaines des techniques proposées reposent sur un modele analytique
du processus de diffusion alors que d’autres tentent de s’affranchir de tout modele
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FIGURE B.9 — Cartes du tenseur de diffusion [Poupon, 2014]
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FIGURE B.10 — Limites du modele du tenseur de diffusion [Poupon, 2014]

mathématique. Dans la section suivante nous présenterons le modele utilisé dans le
cadre de cette these.

B.3.3 Déconvolution sphérique contrainte (CSD)

De nombreuses approches ont été développées pour estimer plusieurs directions
des fibres par voxel : méthodes multi-tenseurs [Tuch et al., 2002, Hosey et al., 2005,
Kreher et al., 2005, Behrens et al., 2007], Q-ball imaging [Tuch, 2004], Diffusion Spec-
trum Imaging (DSI) [Wedeen et al., 2005], modeles CHARMED [Assaf et al., 2004],
déconvolution sphérique contrainte (CSD) [Tournier et al., 2007], etc.... Pour un
fonctionnement optimal, toutes ces méthodes requiérent la mesure de la diffu-
sion de 'eau dans un nombre de directions supérieur au tenseur de diffusion.
Un minimum de 60 directions est recommandé pour les méthodes DSI et Q-ball
imaging [Alexander, 2005], tandis que 45 directions sont suffisantes pour la CSD
[Tournier et al., 2013].

La déconvolution sphérique a été proposée en premier lieu pour estimer direc-



tement la distribution de I'orientation des fibres dans un voxel a partir de données a
haute résolution angulaire [Tournier et al., 2004] :

$©;,¢i) =) fiCiR(©) (B.4)

ol S(O, ¢) est le signal de diffusion, f; estla fraction volumique pour la i popula-
tion de fibres et C; est 'opérateur représentant une rotation vers la direction (0, ¢;).
Le signal de diffusion peut aussi étre exprimé comme la convolution sur la sphere
unitaire de la fonction réponse R(®) avec la fonction de distribution d’orientation
des fibres (fODF) :

S©;,¢:) =) F(O©,¢)® R(O) (B.5)
i

La limite principale de la déconvolution sphérique est sa sensibilité au bruit, ce
qui se traduit souvent par des pics parasites dans la fODE La méthode originale uti-
lise un filtre passe-bas pour réduire ces pics mais ce filtrage réduit également la ré-
solution angulaire.

La CSD place une contrainte de non-négativité sur la fODF car une orientation
négative des fibres est physiquement impossible. Cette contrainte élimine la néces-
sité d’'un filtrage passe-bas et fournit suffisamment d’informations pour estimer la
fODE La figure B.12 illustre un exemple typique ou le tenseur de diffusion est in-
adapté pour modéliser correctement la direction des fibres dans les zones de croise-
ment. La zone rouge délimite le croisement d'un faisceau du corps calleux avec un
faisceau cortico-spinal. La méthode CSD parvient a modéliser plusieurs directions
par voxel (Figure B.11), contrairement au tenseur qui ne peut en modéliser qu'une.

FIGURE B.11 — llustration d’un ODF

Dans la suite de ce travail, nous avons sélectionné la CSD pour estimer I'orienta-
tion des fibres car c’est un modele estimant plusieurs directions de fibres par voxel
et une implémentation facile d’utilisation de cette méthode est fournie par le logiciel
MRtrix !.

B.3.4 Tractographie

L'IRM de diffusion est la seule modalité d’imagerie non invasive donnant acces
ala micro-structure de la matiere blanche.

1. http://www.mrtrix.org/
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FIGURE B.12 — Estimations de I'orientation des fibres par la méthode du tenseur de
diffusion (haut) et par CSD (bas)

L'architecture des axones en faisceaux paralléles, ainsi que leur gaine de myéline,
facilite la diffusion des molécules d’eau le long de leur axe. La direction des fibres
est donc la direction de plus grande diffusivité, indiquée par le vecteur propre as-
socié a la plus grande valeur propre du tenseur de diffusion. Des algorithmes de suivi
de fibres peuvent étre utilisés pour reconstruire le trajet d'un faisceau de fibres ner-
veuses sur toute sa longueur. Il existe deux grands types d’algorithme de tractogra-
phie : déterministe et probabiliste.

Lorsque I'on parle de tractographie, on doit désigner une région de départ des
fibres (que 'on appellera région graine dans ce rapport) et une région d’arrivée (que
I’'on nommera région cible). La figure B.13 présente un schéma de principe de la

tractographie.

FIGURE B.13 — Schéma de principe de la tractographie

La tractographie déterministe

A partir du modele de diffusion (tenseur de diffusion, CSD, etc...), nous
choisissons un voxel de départ et 'algorithme de tractographie déterministe
[Mori et al., 1999] suit la direction principale de la fibre tel que révélée par le mo-



dele et des séquences de points sont générées pour former une trajectoire. Un
schéma et un résultat 2D de la tractographie par suivi de vecteur est présenté a la
figure B.14.

FIGURE B.14 — Schéma et résultat 2D d’une tractographie déterministe (du corps cal-
leux a I'aire motrice primaire) par suivi de vecteur [Poupon, 2014]

Néanmoins, les algorithmes de tractographie déterministe sont treés sensibles au
bruit et, dans le cadre du tenseur, ne suivent que la direction principale : les croi-
sements de fibres ne sont pas reconstruits. L'alternative la plus employée consiste a
utiliser les algorithmes de tractographie probabiliste [Descoteaux et al., 2009].

La tractographie probabiliste

Les algorithmes probabilistes [Smith et al., 2004b] nécessitent des temps de cal-
cul plus élevés que les algorithmes déterministes mais traitent mieux le probleme de
'incertitude liée au bruit.

Le concept fondant’approche probabiliste consiste a exploiter 'incertitude dans
'orientation de la direction principale du tenseur. Cette incertitude est directement
intégrée dans le processus de propagation. A chaque étape de la propagation, au lieu
de se propager le long du vecteur propre principal du tenseur, 'orientation est per-
turbée par un facteur aléatoire pour former une fonction de densité de probabilité
(PDF), qui représente le modele d’erreur. Cette PDF peut étre construite en utilisant
diverses techniques. Les fibres peuvent ensuite utilisées pour créer une carte de pro-
babilité de connexion.

Un schéma et un résultat 2D de la tractographie probabiliste est présenté a la
figure B.15.



FIGURE B.15 — Schéma et résultat 2D d'une tractographie probabiliste (du corps cal-
leux a I'aire motrice primaire) [Poupon, 2014]

Dans le cadre de cette theése, nous avons utilisé un algorithme de tractographie
probabiliste car ces techniques sont robustes au bruit et au volume partiel et nous
permettrons de traverser un croisement de fibres. Ces algorithmes sont gourmand
en temps de calcul mais nous avons parallélisé nos calculs pour réduire ce temps et
qu’il reste dans une gamme correcte.



