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Résumé

L’imagerie et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (IRM et SRM) sont
des méthodes non-invasives qui ont le potentiel d’estimer in vivo la quantité et la qualité des
adiposités abdominales. Le contexte scientifique et clinique de ce manuscrit s’articule autour
de I’étude de surnutrition « Poly-Nut » dont 1’un des objectifs est d’analyser les évolutions
des tissus adipeux (TA) dans une phase rapide de prise de poids. L’originalité et la complexité
de cette thése résident dans le développement, I’adaptation et la comparaison de plusieurs
méthodes quantitatives d’IRM et de SRM, pour 1’é¢tude du signal lipidique dans un contexte
clinique a 3T. La fiabilité et la validation des mesures obtenues in vivo par ces techniques font
ici ’objet d’une étude approfondie. Pour I’analyse quantitative du signal de spectroscopie,
différentes méthodes existantes ont été comparées a celle développée spécifiquement pour
notre étude clinique. L’estimation paramétrique par moindres carrés non linéaires appliquée
aux spectres RMN des lipides peut conduire, selon la fonction modeéle utilisée, a un probléme
non linéaire mal posé. Nous montrons alors que 1’utilisation d’un modéle simplifié¢ se fondant
sur la structure d’une chaine de triglycéride, comme utilisé récemment en imagerie
quantitative, constitue une solution valide au regard de 1’état de I’art. Ensuite différentes
méthodes (IRM, SRM, Dual Energy X-ray absorptiometry, chromatographie en phase
gazeuse) ont été utilisées pour caractériser les TA sous-cutanés et viscéraux. Le suivi par IRM
du contenu lipidique du foie ainsi que du volume et de la composition en acide gras des TA a
partir d’une unique acquisition en multi-écho de gradient est démontré. Enfin des
développements expérimentaux menés parallélement a I’étude clinique sur un imageur
préclinique a 4,7T, comparent différentes stratégies d’encodage du déplacement chimique par
imagerie et caractérisent des méthodes SRM pour estimer in vivo la proportion d’omégas-3

dans les chaines d’acides gras.

Mots clefs : spectroscopie par résonance magnétique nucléaire in vivo, spectroscopie
par résonance magnétique nucléaire, estimation paramétrique, régression non linéaire, tissu

adipeux, composition en acide gras, imagerie par résonance magnétique nucléaire
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Abstract

Magnetic resonance imaging and spectroscopy (MRI and MRS) are non-invasive
methods that have the potential to estimate in vivo the quantity and the quality of abdominal
adipose tissues (AT). The scientific and clinical context of this thesis is based on an
overfeeding study entitled "Poly-Nut". One of the main objectives of this study is to analyze
changes in adipose tissues in a rapid phase of weight gain. The originality and complexity of
this thesis rely in the development, adaptation and comparison of several quantitative methods
of MRI and MRS, for the study of lipid signal, in a clinical context, at 3T. The reliability and
the validation of the measurements obtained in vivo using these techniques are the main
subject of this PhD thesis. For the quantitative analysis of the spectroscopy signal, different
existing methods have been compared to those developed specifically for our clinical study.
According to the model function used, the nonlinear-least-squares parametric estimation
applied to the lipid spectra can lead to an ill-posed nonlinear problem. We demonstrated that
the use of a simplified model based on the structure of a triglyceride chain, as recently used in
quantitative imaging, was a valid solution regarding the state of the art. Then different
methods (MRI, MRS, Dual Energy X-ray absorptiometry, gas chromatography) were used to
characterize the subcutaneous and visceral AT. We demonstrated the feasibility of MRI to
follow the lipid content in the liver as well as the volume and the fatty acid composition of
AT using a single multiple gradient-echo acquisition. Finally, experimental developments
were carried out in parallel with the clinical study, on a 4.7T preclinical system, first, to
compare different strategies for encoding the chemical shift using imaging and, secondly, to
characterize MRS methods for in vivo estimation of the relative proportion of omega-3 among

all fatty acids.

Key words: in vivo, nuclear magnetic resonance spectroscopy, parametric estimation,
nonlinear regression, adipose tissue, fatty acid composition, nuclear magnetic resonance

imaging, chemical shift-encoded imaging, overfeeding.
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Glossaire

BMI
CL
CRLB
CSE-MRI
CVv
DEXA
EPSI
FID
FOV
IMC
IRM
MUFA
ndb

nmidb

PDFF

PRESS
PUFA
RF
RMN
RTH
SAT
SFA
SNR
SRM
SRM
STEAM
TAG
TE
TF
TR
UFA
VAT

body mass index

longueur moyenne de la chaine carbonée
Cramér-Rao Lower Bound
chemical shift encoded MR imaging
coefficient of variation

dual energy X-ray absorptiometry
echo planar spectroscopic imaging
Free Induction Decay

field of view

indice de masse corporel

imagerie par résonance magnétique
mono-unsatured fatty acid

nombre moyen de double liaison

nombre moyen de méthylene interrompant

de deux doubles liaisons
proton density fat fraction

Point RESolved Spectroscopy
poly-unsatured fatty acid

radio fréquence

résonance magnétique nucléaire

rapport tour de taille sur tour de hanche
subcutaneous adipose tissue

satured fatty acid

Signal-to-Noise Ratio

spectroscopie par résonance magnétique
spectroscopie par résonance magnétique
Stimulated Echo Acquisition Mode
Triacylglycerol

temps d'écho

transformee de Fourier

temps de répétition

unsatured fatty acid

visceral adipose tissue

(IMC)
(Borne de Cramér-Rao)

(coefficient de variation)

(phénomene de précession libre)
(champ de vue)

(acide gras mono-insaturé)

(fraction de graisse en densité de
proton)

(acide gras polyinsaturé)

(tissu adipeux sous-cutané)
(acide gras saturé)
(rapport signal sur bruit)

triglyceride

(acide gras insatureé)
(tissu adipeux viscéral)
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Introduction générale

Le surpoids et 1’obésité sont des enjeux de santé publique qui ont atteint un seuil
épidémique avec prés de 2,8 millions de déces chaque année (Organisme mondiale de la Santé
2017). Les principales causes d’excés de poids sont une alimentation trop riche en matiéres
grasses et en sucres couplée a un mode de vie sédentaire: cela entraine une balance
énergétique positive avec un exces de calories, qui est par la suite stocké dans 1’organisme. En
2016, un rapport sur la cohorte « Constances » estimait, qu’en France, environ 16% de la
population adulte était obese et que la prévalence du surpoids était de 41% chez les hommes
et de 25% chez les femmes (Matta et al. 2016). L’indice de masse corporelle (IMC) est une
mesure simple qui est couramment utilisée pour estimer le surpoids et I’obésité chez 1’adulte.
Il correspond a la masse divisée par le carré de la taille et est exprimé en kg/m?. Une personne
est considérée en surpoids quand son IMC est compris entre 25 kg/m? et 30 kg/m? et obése
pour un IMC supérieur a 30 kg/m?. Un IMC élevé a souvent été associé & un risque plus élevé
de développer des maladies cardiovasculaires. Cependant, I'utilisation de I'IMC comme seul
indicateur de santé conduit souvent a une mauvaise classification de la présence de facteurs de
risques cardio-métaboliques (Tomiyama et al. 2016). Ces derniéres annees, la notion de
syndrome meétabolique est apparue et désigne I’association d’anomalies cliniques et
biologiques pouvant accroitre le risque de développer des maladies liées au métabolisme
comme le diabete de type 2, les maladies cardiovasculaires ou encore les stéatoses hépatiques
non-alcooliques. Plusieurs critéres ont été définis et placent 1’adiposité abdominale et la
résistance a I’insuline au centre de ce syndrome. Le tissu adipeux a longtemps été considéré
comme un simple lieu de stockage des lipides alors qu’il se révele étre un véritable organe
endocrine capable d’évoluer et de s’adapter a nos régimes alimentaires. Il devient alors
nécessaire de développer de nouvelles techniques permettant d’analyser 1’adiposité

abdominale de fagon fiable.

Dans ce contexte, ce manuscrit décrit des méthodes non-invasives basées sur la
résonance magnétique du noyau d’hydrogene (RMN) : I’imagerie (IRM) et la spectroscopie
(SRM). Nous etudions la faisabilité de détecter des changements volumétriques et qualitatifs
(nature des acides gras : saturés (SFA), mono-insaturés (MUFA) ou polyinsaturés (PUFA))
des adiposités abdominales et du foie, plus particulierement, dans la phase de prise de poids.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres.
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Le premier chapitre du manuscrit décrit le contexte scientifique et clinique de I’étude
de surnutrition « Poly-Nut » dont I’un des objectifs est d’analyser les évolutions des tissus
adipeux (TA) dans une phase rapide de prise de poids. Le mécanisme de stockage des graisses
dans I’organisme est alors abordé en spécifiant plus particulierement le fonctionnement du
tissu adipeux blanc mais aussi le role de I’alimentation dans la prise de poids ainsi que 1’effet
de certains compléments alimentaires comme les polyphénols. S’en suit une description du
phénomeéne physique de la résonance magnétique nucléaire et des séquences d’’imagerie et de
spectroscopie nécessaires a la compréhension du manuscrit. Ce premier chapitre se termine
par un ¢état de 1’art des différentes techniques de quantification lipidique que ce soit des
mesures anthropométriques (IMC, rapport tour de taille sur tour de hanche : RTH), des
mesures volumiques par imagerie (Dual Energy X-ray absorptiometry : DEXA, IRM) ou des
mesures qualitatives des graisses (chromatographie en phase gazeuse : GC, SRM ou encore
IRM).

Le deuxiéme chapitre est dédié a I’analyse du signal de spectroscopie dans le cas de
I’étude des composés graisseux tels que les huiles (pour les mesures in vitro) ou le tissu
adipeux humain (pour les mesures in vivo). En 2014, Mosconi et al. ont montré que le résultat
de la quantification dépendait de la méthode utilisée, ce qui complique la comparaison d’une
¢tude a I’autre. De plus, 1’estimation paramétrique par moindres carrés non linéaires appliquée
aux spectres RMN des lipides peut conduire, selon la fonction modeéle utilisée, a un probléeme
non linéaire mal posé. Les chaines de triglycéride, qui sont les principaux constituants du tissu
adipeux conduisant au signal RMN des lipides, contiennent différents groupements de protons
résonnant a des fréquences différentes. Le signal lipidique est donc riche et complexe a
modéliser. De nombreuses équipes de recherche ont alors enrichi leur modele en ajoutant de
nombreux parametres afin de réduire au maximum le residu (différence entre la courbe réelle
et la courbe estimée au carré). Ceci a pour conséquence de rendre les modéles de plus en plus
instables et de créer une grande source de variabilité dans les résultats. Fondé sur des travaux
en spectroscopie (Hamilton, Yokoo, et al. 2011) qui ont proposé de nouvelles définitions des
parametres liés a la structure d’une chaine de triglycéride, I’imagerie quantitative (Peterson et
Mansson 2013; Benjamin Leporqg et al. 2014) a montré des résultats prometteurs tout en
utilisant un modele simplifie. Nous avons adapté ce modéele a 1’étude du signal de
spectroscopie avec différentes stratégies et implémentations (sous-échantillonnage du signal,
prise en compte des temps de relaxation, contraintes liant les paramétres entre eux). Le but
étant d’explorer une nouvelle stratégie pour traiter les spectres RMN des lipides issus de tissu

adipeux humain acquis a 3T.
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Dans le troisieme chapitre, nous comparons différentes méthodes (IRM, SRM, DEXA,
GC) pour I’étude des tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux dans le contexte de 1’étude de
surnutrition « Poly-Nut ». Cette étude est promue par les Hospices Civils de Lyon (HCL) dont
I’investigatrice principale est Martine Laville du Centre de Recherche en Nutrition Humaine
du Rhéne-Alpes (CRNH-RA). Le protocole consiste a faire consommer a des hommes
volontaires sains pendant un mois 50% des besoins énergétiques journaliers en supplément de
leur alimentation habituelle et sans activité physique supplémentaire (le régime se compose de
chips, sodas, pains au chocolat et barres chocolatées). La surnutrition est ici riche en graisse et
en sucre. De plus, chaque sujet a recu de maniere aléatoire soit des gélules placebo (lactose),
soit des gélules de polyphénols. Le but de I’étude est de montrer qu’avec les méthodes SRM
et IRM, nous sommes capables de suivre le contenu lipidique du foie mais aussi le volume et
la composition en acide gras des tissus adipeux. Cette étude s’appuie sur des contre-mesures
telles que la DEXA pour les volumes des TA et la GC pour la composition en acide gras du
tissu adipeux sous-cutané. Elle permet plus spécifiquement de déterminer si la méthode IRM
fondée sur une unique séquence multi-écho de gradient permet d’avoir accés a tous ces
parametres de maniere fiable. En plus de la validation des mesures effectuées par IRM et
SRM, nous cherchons a observer des différences entre le groupe ayant recu des placebos et

celui ayant eu une supplémentation en polyphénol.

Enfin, le dernier chapitre aborde les développements expérimentaux qui ont été menés
en paralléle de 1’étude clinique sur un imageur préclinique a 4,7T ; notamment la possibilité
d’estimer, par SRM, la proportion d’omégas-3. Ces derniers possedent une double liaison sur
le troisieme carbone de la chaine d’acide gras, ce qui modifie le déplacement chimique auquel
résonne habituellement le groupement de CHs permettant alors de les distinguer des autres
chaines. Cependant, cette différence est subtile ce qui implique que pour de faible quantité
d’omégas-3 la résonance de CHs se retrouve confondue avec les résonances avoisinantes. En
2009, Lundbom et al. ont montré que cette résonance était observable avec une séquence de
spectroscopie et a un temps d’écho (TE) long. Cependant, la valeur quantitative reportée est
extraite a partir d’un unique TE. Ici I’objectif est d’utiliser plusieurs TE pour corriger 1’effet
de la relaxation longitudinale et de quantifier les proportions classiques (SFA, MUFA, PUFA)
ainsi que les omégas-3. Par la suite, une séquence de J édition en spectroscopie a été exploitée
pour essayer de rehausser le signal des omégas-3 a TE court et s’affranchir de 1’utilisation de
multi-TE qui est chronophage pour une étude in vivo. Enfin, si nous avons utilisé dans le
troisieme chapitre I’IRM associé a un traitement dédié pour avoir acces a la composition du

tissu adipeux, nous pouvons imaginer une stratégie d’acquisition d’imagerie qui contiendrait
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une information spectroscopique plus large (imagerie spectroscopique). Des travaux ont été
menés dans ’optique de trouver un bon compromis entre résolution spatiale et résolution

spectroscopique pour accéder a la proportion d’omégas-3.
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Au cours de ce premier chapitre introductif, nous décrirons le fonctionnement du
stockage des graisses dans 1’organisme, notamment le réle du tissu adipeux et du foie. Par la
suite, nous énoncerons quelques notions de base de la physique de la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN) en détaillant les techniques de spectroscopie localisée, d’imagerie et
d’imagerie spectroscopique utilisees durant ce travail de thése pour la quantification lipidique

et nécessaires a la compréhension de ce manuscrit.

1.1. Mécanisme de stockage des graisses dans
P’organisme

De nombreuses publications traitent du mécanisme du stockage des graisses dans
I’organisme et décrivent avec plus de détails (Alligier, Seyssel, et al. 2013) les points

synthétisés suivant.

1.1.1. Tissus adipeux blancs

Le tissu adipeux a longtemps été considéré comme un simple tissu de stockage des
lipides. Dans les derniéres décennies, de nombreuses études ont montré sa capacité a sécréter
des hormones, aussi appelées adipokines, indispensables a 1’équilibre énergétique (Kershaw et
Flier 2004; Ronti, Lupattelli, et Mannarino 2006), il se révéele alors étre un véritable organe
endocrine. De plus, ce tissu est tres adaptable et peut ainsi se remodeler et s’étendre au cours
de la prise de poids (Sethi et Vidal-Puig 2007). Néanmoins, sans que 1’on n’en connaisse
encore clairement les causes, les modifications morphologiques et fonctionnelles du tissu
adipeux au cours de la prise de poids, semblent étre responsables de 1’apparition des

anomalies métaboliques associées a 1’obésité, notamment le syndrome métabolique.

A T1’échelle du corps entier, il existe deux types de tissu adipeux bien différents : le
tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun. Ce dernier doit sa couleur brune a une importante
quantité de mitochondries présente dans la cellule graisseuse, leur permettant d’assurer leur
fonction oxydative, notamment responsable de la thermogénese. Nous ne nous attarderons pas
plus sur ce tissu car il ne fait pas I’objet de 1’étude de cette thése cependant il est nécessaire de
mentionner que de plus en plus d’études s’intéressent a son fonctionnement notamment par le
biais de I'IRM (Lunati et al. 1999; Houchun H. Hu et al. 2012). Pour en revenir plus
particulierement au tissu adipeux blanc, ce dernier représente en moyenne 15 a 20 % de la

masse corporelle chez ’homme et 20 a 25 % chez la femme. Ce tissu représente la plus
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grande réserve énergétique de I’organisme. Il est capable de stocker les lipides (phase de ré-
estérification) en période postprandiale! et de les restituer selon les besoins durant les
périodes inter-prandiales (phase de lipolyse?). Il s’agit donc d’un organe essentiel dans le
maintien de I’homéostasie énergétique et qui est soumis a une tres fine régulation a la fois

hormonale et nutritionnelle.

1.1.1.1.  Les différents déepots

Il existe différents dépots de tissu adipeux blanc dans 1’organisme qui ne sont pas
équivalent en termes de dimension et de fonction : le tissu adipeux sous-cutané, le tissu
adipeux viscéral, le tissu adipeux de soutien et le tissu adipeux de la moelle osseuse. Seuls les
dépdts sous-cutanés et viscéraux participent notablement au métabolisme énergétique et

seront développés et étudiés dans la suite de ce manuscrit.

Le tissu adipeux sous-cutané est le dépot principal des lipides de 1’organisme, 80%
d’entre eux y sont stockés (Wajchenberg 2000). 11 est délimité par 1’épiderme et 1’aponévrose
musculaire au niveau de I’organisme entier. Il participe aux fonctions d’isolation thermique et
d’amortissement des chocs. La répartition de cette couche de graisse dépend de 1’age et du
sexe de I’individu. Notamment, les femmes ont plut6t une accumulation de type gynoide avec
un stockage au niveau de la région glutéale, contrairement aux hommes qui ont une

accumulation de type androide, c¢’est-a-dire au niveau de 1’abdomen.

Le tissu adipeux viscéral quant a lui entoure les viscéres de I’abdomen, on le retrouve
seulement au niveau thoraco-abdominal. Il représente 10-20 % de la graisse totale chez
I’homme sain et 5-8 % chez les femmes (Wajchenberg 2000). Il existe différents dépots de
tissu adipeux viscéral chez I'Homme (Bjgrndal et al. 2011) : épiploique, mésentérique,

rétropéritonéal (péri-rénal), gonadique et péricardique (figure 1.1).

1 Qui concerne le moment qui suit le repas, qui se produit apres le repas.

2 Processus par lequel I'organisme détruit les lipides en acides gras et en alcool lors de la digestion.
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Dépots de tissu adipeux blanc
(i) (a) sous-cutané abdominal
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Figure 1.1: Les principaux dépdts des tissus adipeux blancs et bruns. Modifiée a partir de
(Bjogrndal et al. 2011).

1.1.1.2.  Répartition du tissu adipeux blanc et ses conséquences métaboliques

L’accumulation de lipides dans les différents dépots de tissu adipeux n’a pas les
mémes répercussions sur 1’organisme. En effet, on distingue 1’accumulation excessive de
graisse dans la partie haute du corps (principalement les dépots de tissu adipeux sous-cutané
et viscéral au niveau abdominal), de celle dans la partie basse du corps (dépbts de graisse

sous-cutanée au niveau des cuisses et de la région glutéale).

Lorsque I’on considére le tissu adipeux de la partie supérieure du corps, c’est
préférentiellement 1’accumulation de lipides dans le tissu adipeux viscéral qui serait délétere
pour la sante, associée aux complications métaboliques et cardiovasculaires (Després 2006).
En effet, a adiposité égale, les individus ayant plus de tissu adipeux viscéral montrent des
complications métaboliques plus séveres que les individus a obésité dite « sous-cutanée »
(Pouliot et al. 1992).

La taille et le nombre des cellules ainsi que 1’expression de leurs génes semblent varier
en fonction du type de dépot mais aussi en fonction de facteurs physiologiques (&ge, sexe,
corpulence, activité physique, alimentation) ou pathologiques (diabéte, obésité) (Wajchenberg
2000). Ceci rend donc difficile voire impossible I’extrapolation des données d’un dépot a

I’organisme entier.
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1.1.1.3.  Composition du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est organisé en lobules d’une taille moyenne de 5 mm, au cceur
duquel se trouvent les adipocytes. Les lobules sont entourés par du tissu conjonctif
relativement dense qui supporte les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et les
terminaisons nerveuses. Les cellules du tissu adipeux se composent d’adipocytes, dont la
fonction principale est de stocker les lipides, mais également d’autres types cellulaires
regroupés sous le terme de cellules de la fraction du stroma vasculaire (SVF). Ces derniéres
sont largement impliquées dans 1’activité sécrétoire du tissu adipeux (80% des sécrétions du

tissu adipeux) (Sethi et Vidal-Puig 2007).

L’adipocyte est une cellule sphérique pouvant atteindre 100 a 200 pum, il contient au
niveau de son cytoplasme une volumineuse gouttelette lipidique en position centrale, et son

noyau est repoussé contre la membrane plasmique (figure 1.2).
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Figure 1.2: Coupe schématisée de peau, tissu adipeux et représentation d’adipocytes.
http://drgauthier-nutrition-obesite.fr/quest-ce-quun-adipocyte/

Les adipocytes assurent le role de synthese et d’hydrolyse des triglycérides, et ils
présentent également une fonction sécrétoire avec la libération de plusieurs adipokines. La
gouttelette lipidique qui contient principalement des triglycérides, a une taille qui peut aller de
30 a 150 um selon sa teneur en lipide. La couche externe de cette gouttelette est composée de
phospholipides et de cholestérol dans laquelle sont aussi enchasseées de multiples protéines.
Cependant, la molécule de triglycéride est le principal contributeur au signal RMN
(Hakumaki et Kauppinen 2000).
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1.1.1.4.  Synthése des triglycérides

Il existe deux voies de synthése des triglycérides au sein de I’adipocyte, la ré-

estérification des acides gras issus de la lipolyse intravasculaire et la lipogenése de novo.

Ré-estérification

Au cours de la ré-estérification, trois acides gras sont condensés sur un glycérol-3-
phosphate par estérification successive pour donner un triglycéride (Large et al. 2004). Avant
I’étape d’estérification, les acides gras (activés en acyl-CoA) présents peuvent subir des
¢étapes d’¢longation et de désaturation au niveau du réticulum endoplasmique, permettant de
réduire leur rigidité et ainsi améliorer leur stockage. Ces étapes sont assurées par des enzymes
spécifiques telles que des désaturases (SCD1 (stéaroyl-coa désaturase 1) et des élongases

(ELOVL (elongation of very long chain) (Jakobsson, Westerberg, et Jacobsson 2006).

Lipogenése de novo

La lipogenése de novo est une autre voie de synthése des triglycérides a partir de
précurseurs non lipidiques, principalement le glucose. Dans 1’espéce humaine, la lipogenése
est majoritairement hépatique. Néanmoins, la lipogenése hépatique reste mineure comme
source d’apport de triglycérides chez 1’homme par rapport a la source alimentaire. Cette
lipogenese de novo serait stimulée dans des conditions ou les apports énergétiques sont tres
importants, principalement sous forme de glucide ou de fructose (Minehira et al. 2003;
Acheson et al. 1988).

1.1.1.5.  Régulation de la synthése des triglycérides et de la lipogenése

Les voies de synthese des triglycérides sont soumises a un contrdle nutritionnel mais
également pluri-hormonal. L’insuline et le glucose induisent les enzymes de la lipogenése et
de la ré-estérification des acides gras, alors que le glucagon et les acides gras polyinsaturés les
inhibent (Osborne 2000).

1.1.1.6.  Syndrome métabolique

Le syndrome métabolique désigne 1’association d’anomalies cliniques et biologiques
pouvant accroitre le risque de développer des maladies liées au métabolisme comme le
diabete de type 2, les maladies cardiovasculaires ou encore les stéatoses hépatiques non-
alcooliques. Cette derniére décennie, plusieurs criteres ont eté définis et placent I’adiposité
abdominale et la résistance a I’insuline au centre de ce syndrome métabolique. L’ EGIR

(«European Group for the Study of Insulin Resistance ») caractérise 1’obésité
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centrale notamment par une circonférence au niveau de la taille supérieure a 94 cm pour les
hommes et supérieure a 80 cm pour les femmes, par un taux de triglycéride dans le sang
supérieur a 2,0 mmol/L ou un taux de cholestérol HDL inférieur a 1, par de 1’hypertension
(>140/90 mm Hg) et par une glycémie a jeun supérieur a 6,1 mmol/L (Balkau et Charles
1999).

1.1.2. Role de I’alimentation dans le stockage des graisses

Balance énergétique positive

Une Balance énergétique positive est provoquee par un exces de calories dd a un
déséquilibre entre les calories apportées par I’alimentation et les calories dépensées par
’organisme. Si cet exces calorique est prolongé, I’organisme va le stocker et induire une prise
de poids. La dépense énergétique totale est composée : du métabolisme de base correspond a
I’énergie minimale dont le corps a besoin pour maintenir ses fonctions vitales; de la
thermogénése postprandiale qui correspond a 1’énergie dépensée par 1’organisme pour
digérer, transporter, métaboliser et stoker 1’énergie provenant des aliments; de la
thermorégulation qui correspond a I’énergie produite pour réguler la température corporelle et
enfin de [’activité physique dépendante de I’activité musculaire. Une balance énergétique
positive est alors responsable de la prise de poids pouvant conduire a un stade de surpoids ou

d’obésité.

Effets des polyphénols sur le métabolisme du tissu adipeux

Sur la base de la compréhension actuelle de la physiopathologie de la résistance a
Iinsuline et du diabete de type 2, de multiples interventions pharmacologiques et non
pharmacologiques ont été développées dans le but d'améliorer le contréle glycémique et la
prévention des complications du diabete. Dans ce domaine, [l'utilisation d'aliments
fonctionnels et de leurs composants bioactifs a récemment été considérée comme une
nouvelle approche dans la prévention et la prise en charge du diabéte et de ses complications
(review de (Bahadoran, Mirmiran, et Azizi 2013)). Les polyphénols sont des composes
phytochimiques naturels présents dans les aliments a base de végétaux, tels que les fruits, les
Iégumes, les graines entiéres, les céréales, les légumineuses, le thé, le café, le vin et le cacao;
plus de 8000 composés polyphénoliques, y compris les acides phénoliques, les flavonoides,
les stilbenes, les lignanes et les lignanes polymériques ont été identifiés dans les aliments
veégetaux (Pandey et Rizvi 2009). L'efficacité potentielle des polyphénols sur le méetabolisme

des glucides et sur I'noméostasie du glucose a été bien étudiée in vitro, sur des modeles
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animaux et dans certains essais cliniques (review de (Hanhineva et al. 2010; Anhé et al.
2013)) et a montré I’atténuation des réponses glycémiques postprandiales et de
I’hyperglycémie a jeun, mais aussi 1’amélioration de la sensibilité a I’insuline. Des études
cliniques avec des régimes bien définis, comme menées dans cette thése, sont nécessaires
pour confirmer les implications de la consommation de polyphénols pour la prévention du
syndrome métabolique. Cependant, des outils non invasifs permettant de suivre des
changements métaboliques sont indispensables ; notamment dans la suite de ce manuscrit,
nous verrons que 1’imagerie et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire, associées
a des stratégies d’acquisition et de traitement du signal adaptées, permettent de suivre des

modifications de 1’adiposité abdominale.

1.2. Spectroscopie, imagerie et imagerie

spectroscopique

Les techniques de Spectroscopie et d’Imagerie par Résonance Magnétique (SRM et
IRM) sont fondées sur le phénomene de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) reposant
sur les propriétés de certains noyaux. Ces propriétés, plus particulierement celle du proton H,
seront décrites brievement dans une premiére section. Les sections suivantes détailleront la
spectroscopie localisée, I’imagerie et I’imagerie spectroscopique utilisées dans la suite du

manuscrit.
1.2.1. Principe physique de la résonance magnétique nucleaire

Le spin nucléaire

Le phénoméne de RMN a son origine dans les propriétés magnétiques des noyaux.
Certains noyaux ont un moment angulaire S (ou encore moment cinétique ou communément
appelé « spin ») auquel est associé un moment magnétique 4 permettant de décrire le couple I’

s’exercant sur un objet placé dans un champ magnétique B par I'=u xB (en J.TY).

Le rapport gyromagnétique y, qui est propre a chaque noyau, lie le moment angulaire

et le moment magnétique par :
H=7S (1.1)

La norme du vecteur S est défini par :

A. Nemeth — Mémoire de these |
est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publi(%h[lﬁowy(%%Lﬁgmg?)()iﬁecs“endgye et SCIentlflque

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



8] =sts+) (1.2)

Ou & est la constante de Planck divisée par 2w et s le nombre de spin.

Les noyaux des atomes sont constitués de neutrons et de protons et on nomme par
convention : A le nombre de masse (hnombre de neutrons et de protons) et Z le nombre de
charges (nombre de protons). Si A est pair et Z pair alors s = 0, il n’y a alors pas de moment
angulaire ni de moment magnétique et par consequent aucun phénomene de RMN ne peut se
produire (exemple : 2C). A contrario dans les deux cas suivants, un phénoméne RMN est
observable si A est pair et Z impair (s # 0 et entier) et si A est impair (s est demi-entier).
Parmi les principaux noyaux d’intérét biologique possédant des propriétés magnétiques, Seul
le proton (ou noyau d’hydrogene 'H) sera étudié dans ce travail. Il présente un intérét
particulier pour la quantification des graisses dans I’organisme grace a sa présence dans la
molécule d’eau (H20) et dans les chaines de triglycéride (voir section 1.2.2 « Propriétés
magnétiques de la graisse »). Dans le cadre de la quantification lipidique, le 3C peut aussi
étre un noyau d’intérét. Certaines études ont montré que son abondance naturelle, bien que

trés faible, était suffisante pour réaliser une quantification lipidique (Zancanaro et al. 1994).

Aimantation en présence d’un champ magnétique B0

En I’absence d’un champ magnétique externe, les moments magnétiques u des protons
d’un échantillon tissulaire sont orientés dans des directions aléatoires, 1’aimantation
macroscopique résultante est nulle. Soumis a un champ magnétique extérieur Bo, les moments
magnétiques s’orientent préférentiellement selon la direction de Bo. La somme des
aimantations élémentaires n’est alors plus nulle et il apparait une aimantation macroscopique
M orientée suivant Bo. Les moments magnétiques qui ne sont pas parfaitement alignes avec

Bo, sont soumis a un phénomeéne de précession autour de I’axe Bo a une fréquence angulaire :
w, =B, (1.3)

On appelle communement la fréquence de Larmor vo la fréquence angulaire wo
normalisée par 2. Supposons que le champ Bo soit orienté selon ’axe Oz dans un repére
cartésien. La projection de 1’aimantation cinétique S; a 2s+1 directions possibles (s étant le
nombre de spins). Dans le cas du proton *H, qui posséde un nombre de spin de Y, on aura 2
orientations possibles : le sens paralléle (dans le méme sens que Bo) et antiparallele (opposé
de Bo). Ces deux angles de précession correspondent a deux états d’énergie : basse énergie E1

dans le cas parallele et haute énergie E> dans le cas antiparalléle.
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E = B, (1.4)

S=—
En projetant sur I’axe Oz et en utilisant la relation (1.1), I’équation (1.4) devient :

E,=—7S,-B, (1.5)
En combinant les relations (1.2) et (1.5), on en déduit E1 et E> :

1 1
E1 = —Ej/hBo = —Eha)o

(1.6)
1 1
E2 = +E]/hBO = +Eh600

A T’équilibre, I’aimantation macroscopique M est alignée suivant Bo selon z, sans
composante transversale dans le plan xOy perpendiculaire a Oz. En effet, les protons
s’alignent selon Bo, précessant autour de Bo avec un angle donné : ce qui fait apparaitre une
composante longitudinale Mz. De plus, il y a une «dispersion» des composantes
transversales élémentaires dans différentes directions (on dit que les protons sont déphasés) :
il n’y a donc pas de composante transversale Mxy résultante. Il n’est pas possible de mesurer
directement le vecteur d’aimantation macroscopique a 1’équilibre (selon Oz), car il est
« infiniment petit » par rapport a Bo. Pour pouvoir le mesurer, il faut le basculer dans le plan

xQy par un deuxiéme champ magnétique (ou onde de radiofréquence).

Déplacement chimigue

La fréquence angulaire ne dépend pas seulement du rapport gyromagnétique et de Bo
mais aussi de I’environnement chimique du noyau étudié. Notamment I’environnement
¢électronique est associé a la notion d’écrantage (et la constante d’écrantage o) qui induit une
faible variation de Bo localement. Le moment magnétique induit par I’environnement

électronique s’oppose au champ Bo. Le champ magnétique effectif Beff s’exprime alors :
B =B,(1-0) (1.7)

La fréquence de résonance devient alors :

V= (ZLJ B, (1-0) (1.8)

T
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Cette fréquence est conventionnellement normalisée par une fréquence de référence
Vref, par exemple celle du tétraméthylsilane (TMS), afin d’étre indépendante du champ Bo. Le
déplacement chimique exprimé en ppm (parti par million) est le plus souvent employé :

VY,

o=

L x10° (1.9)

Vref

Cette notion de déplacement chimique est particuliérement utile dans le cas de 1’étude
de la graisse notamment pour différencier 1’eau de la graisse dans un premier temps, puis pour
pouvoir distinguer les graisses polyinsaturées, mono-insaturées et saturées dans un second

temps (voir paragraphe Propriétés magnétiques de la graisse).

Perturbation de ’équilibre par une impulsion radiofréquence

En appliquant un deuxiéme champ magnétique B1 appliqué communément dans le
plan transverse xQy, I’aimantation macroscopique M, tout en continuant a précesser autour de
Bo (Oz) a la fréquence angulaire wo, va se mettre également a précesser autour de B (dans le

plan xOy) a la fréquence angulaire .

o, =78 (1.10)

On parle aussi du basculement de 1’aimantation. Le champ B est appliqué durant une
courte durée par I’intermédiaire d’une impulsion RF correspondant a une phase dite
d’excitation. On peut calculer ’angle 8 de basculement (en rad), il correspond a I’angle entre
M et Bo. Dans le cas ou I’amplitude et la phase de B1 sont constantes, I’angle 0 peut s’exprimé

en fonction de B1, du rapport gyromagnétique y et du temps d’application du champ Bz :

6 =yBt (1.11)

Figure 1.3 : Représentation du basculement de I’aimantation macroscopique.
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Aprés I’impulsion RF, I’aimantation macroscopique M peut étre représentee par deux

composantes : I’aimantation longitudinale (Mz) et I’aimantation transversale (Mxy).

Retour a ’état d’équilibre : phénomeéne de relaxation et équation de Bloch

Aprés le processus d’excitation du systéme de spins, I’aimantation macroscopique M
va revenir a 1’état d’équilibre thermique en libérant 1’énergie, que le systeme de spins a
absorbée lors de I’action de Bi dans son environnement. On observe deux types d’échange
d’¢énergie : les interactions spin-spin (associées au temps de relaxation T2) et les interactions
spin-réseau (associees au temps de relaxation T1). Ces transitions spin-réseau refletent
I’échange d’énergie entre le systetme de spins et I’environnement qui constitue un réservoir
d’énergie. Dans la matiere condensée (liquide et solide) les interactions entre spins situés sur
les différentes molécules sont une source d’échange d’énergie entre spins, on parle alors

d’interactions spin-spin, ce qui produit une perte progressive de cohérence des spins.

Bloch a décrit I’évolution de I’aimantation M suivant les trois dimensions (X,y,z).

Supposons encore le champ Bo selon I’axe Oz. Les équations de Bloch s’expriment :

dM, M,

dt T2

am, _ M, (1.12)
dt T2

dM,  (M,-M,)

dt T1

Ou Mg est I’aimantation macroscopique a 1’état d’équilibre thermique. A partir des

équations de Bloch (1.12), on peut décrire le retour de la composante longitudinale par :
t
MJQ:MN{MO—MAQPM{fﬁj (1.13)
Et la décroissance exponentielle de la composante transversale par:

M, (t)= Mxy(O)exp(—%j (L.14)

Avec t représentant le temps apres la perturbation de 1’équilibre thermique.
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En pratique, I’inhomogénéité du champ Bo accroit la vitesse de décroissance de
I’aimantation transverse. Cette inhomogénéité peut étre due a I’aimant, mais aussi aux
hétérogénéités microscopiques et macroscopiques de 1’échantillon. Cette décroissance du

signal est alors dépendante du temps de relaxation apparent T2* défini par :

1 1.1 (1.15)

Ou T2’ caractérise le temps de relaxation induit par cette perte de cohérence due aux

variations locales du champ magnétique.

Couplage scalaire

Le couplage scalaire, noté J et aussi appelé couplage dipdle-dipble indirect, est une
interaction entre plusieurs spins a travers les liaisons chimiques d’une molécule. C'est une
interaction indirecte entre deux spins nucléaires qui provient des interactions hyperfines entre
les noyaux et la densité électronique locale et provoque une subdivision des raies de
résonances du signal RMN. Les couplages scalaires permettent d'obtenir des informations
importantes sur les liaisons entre les atomes qui sont utilisées en RMN de haute résolution
pour connaitre la structure de la molécule. Cependant, en spectroscopie in vivo, la
problématique principale est d’identifier les raies de résonnances et de les quantifier. En
pratique dans le cerveau les couplages scalaires donnent lieu a une signature spectrale bien

particuliere (Behar et Ogino 1991) mais aussi pour la graisse (Yahya et Fallone 2010).

1.2.2. Propriétés magnétiques de la graisse

Nous allons, dans ce paragraphe, nous focaliser sur le signal RMN en provenance de la
graisse. Ici, nous associons la terminologie de «graisse » a la molécule de triglycéride
présente en abondance dans les tissus adipeux. Cette molécule est constituée de trois acides
gras estérifiés sur une molécule de glycérol. Les acides gras sont des chaines composées
essentiellement de carbones et d’hydrogene. La nomenclature des acides gras (C X:YnZ) les
différencie selon le nombre de carbones (X), le nombre de double liaison (Y) et la position de
la premiere double liaison (Z). Sur la figure 1.4, est représentée une branche de la chaine de
triglyceride, les deux autres acides gras sont notées R1 et R2 pour signaler leur présence sans
les détaillés. Les triglycérides, plus précisément leurs acides gras, peuvent étre saturés, mono-
insaturés ou polyinsaturés. Ces termes désignent la saturation en hydrogene des acides gras

(présence ou non de double liaison). La molécule de triglycéride est composée de nombreux
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groupements de protons ayant un environnement chimique différent ce qui induit que chacun

de ces groupements possede un déplacement chimique spécifique (Tableau 2).

CH2-0-CO-CHz2-CH2—~(CH2)n~CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2—~(CH2)—CHs
I

CH-O-CO-R1
I

CH2-0-CO-R2

Figure 1.4: Chaine de triglycéride. Une seule branche de la chaine de triglycéride est
représentée, les deux autres acides gras sont notées R1 et R2 pour signaler leur présence sans les
détailler.

Notons que la molécule d’eau (H20) possede, elle aussi, un déplacement chimique qui
lui est propre (a 4,7 ppm). Ainsi, si I’on compare une molécule d’eau (H20) et une molécule
de triglycéride (figure 1.4), on aura deux signaux différents. La partie réelle du signal
temporel typiquement recueilli & partir d’un échantillon d’huile (ici I’huile de sésame) est
représentée sur la figure 1.5A ainsi que le spectre apreés sa transformée de Fourier (TF) sur la

figure 1.5B. Le spectre de I’cau sera formé quant a lui d’un seul pic résonnant a 4,7 ppm.

A B

x10° i i i x10”

2

-4 * . L + L . L . .
0 0.05 0.1 0.15 0.2 6 5 4 3 2 1
Temps (en s) Déplacement chimique (en ppm)

Figure 1.5 : Signal temporel (A) et de spectroscopie (B) d'un échantillon d’huile de sésame
acquis avec une séquence PRESS a 4,7T pour un TE = 15 ms, TR = 5s, 32 accumulations.

Toute la stratégie de quantification d’imagerie et de spectroscopie réside dans la
modélisation de ce signal multi-pics pouvant englober le signal de I’cau et celui de la graisse.
Si I’on s’appuie sur la structure de la chaine de triglycéride (figure 1.4) et au tableau 1.1, on
constate que deux pics sont particulierement intéressants : le pic du groupement diallylique

qui est un marqueur des acides gras polyinsaturés (a 2,8 ppm) et le pic du groupement
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oléfinique qui permet de quantifier plus globalement 1’ensemble des acides gras insaturés (a

5,3 ppm).

Tableau 1.1 : Déplacement chimique de chaque groupement chimique présent dans une chaine
de triglyceéride.

Groupement chimique Dénomination Déplacement chimique (ppm)

-CH=CH- Olefinique 53
-CH-COO- Glycérol 52
-CH>-COO- Glycérol 4,3
-CH2-COO- Glycérol 4,2
-CH=CH-CH>-CH=CH- Diallylique 2,8
-CH2-CH,-CO- a-carboxyle 2,23
-CH=CH-CH2-CH2»- a-oléfinique 2,03
-CH>-CH,-CO- B-carboxyle 1,6
-(CH2)n- méthyléne 1,3
-CHs- méthyle 0,9
H20 eau 4,7

Le signal de spectroscopie est temporellement échantillonné avec une période
permettant d’observer dans le domaine fréquentiel tous les pics indiqués dans le tableau 1.1.
La SRM est donc a priori plus adaptée pour avoir une information qualitative de la graisse
(polyinsaturée, mono-insaturée et saturée) comme présenté sur la figure 1.5. L’imagerie a une
meilleure résolution spatiale permettant de connaitre la localisation des organes au détriment

de la résolution temporelle (sous-échantillonnage du signal temporel de la figure 1.5 A).

1.2.3. Spectroscopie localisée

La sélection spatiale est réalisée a 1’aide d’impulsions RF sélectives appliquées
séquentiellement en présence de gradients de champ (voir ci-dessous 1.2.3.1) dans les trois
directions orthogonales (figure 1.6). La taille du volume sélectionné est ajustée en agissant sur
I’intensité du gradient de sélection, et sa position est modifiée en agissant sur la fréquence des
impulsions RF. Une fois le volume sélectionné (appelé monovoxel), I’acquisition du signal se
fait en I’absence de gradient. Le spectre est alors obtenu apres une transformation de Fourier

discrete a une dimension du signal acquis.
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Figure 1.6: Chronogramme générique d’une séquence de spectroscopie localisée pour la
sélection d’un volume d’intérét (VOI). Image extraite de https://clemedicine.com/16-la-
spectrometrie-par-resonance-magnetique/.

1.2.3.1.  Localisation du signal : la sélection de coupe

Gradients de champ magnétique et sélection de coupe

Au niveau de I’étude in vivo, il est important de pouvoir localiser la provenance du
signal, ce qui nous permettra par la suite de faire de la spectroscopie localisée ou de
I’imagerie. Les gradients de champ magnétique permettent d’appliquer une variation spatiale
du champ magnétique qui sera superposée a Bo. 1l est alors possible de faire une sélection des
aimantations excitées dans un volume d’intérét en appliquant un gradient durant I’excitation
(champ B1) et dans la direction souhaitée de sélection. L’épaisseur de coupe dépendra alors de
la valeur de la bande passante de 1’impulsion RF (Av, figure 1.7) ainsi que de 1’amplitude du
gradient (Gz, figure 1.7).

(1.16)
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V (en Hz)
A

%(Baﬂ“Z-GZ) Figure 1.7 : Principe de la sélection de coupe
dans la direction z. Av: bande passante, Az :
épaisseur de coupe, Gz : amplitude du gradient
de sélection de coupe, 7Yy: rapport

AV] : gyromagnétique, BO: valeur du champ

statique (en T).

” S > Z (enmm)

Il suffit par la suite de faire varier la fréquence centrale de ’impulsion RF pour

sélectionner une position de coupe différente.

Caracteristiques d’'un gradient

G (m7/m) Dans la suite du manuscrit, nous

p . :
représenterons les gradients dans des

chronogrammes sous la forme soit de
amp  trapézoide soit plus simplement sous la forme

de rectangle. Le gradient se caractérise par

le—>!

IT tws  son amplitude Gamp (€N MT/m), le temps de
m :
Figure 1.8 : Caractéristiques d’un gradient montée Tm (en ps) voir la figure 1.8.

Nous pouvons aussi définir la pente de montée du gradient « slew rate » (en mT/m/s

ou T/m/ms) définie par le rapport de Gamp/Tm.

Artéfact de déplacement chimique suivant la coupe

La sélectivité spatiale par la variation de fréquence peut cependant provoquer un
artéfact lié au déplacement chimique des différents groupements de protons. En effet, si nous
prenons le cas particulier de I’eau et de la graisse, ’eau a un déplacement chimique de 4,7
ppm et le pic principal de la graisse un déplacement chimique de 1,3 ppm. Notons Ad la
différence de ces deux déplacements chimiques (a 3T cette différence est de 434Hz et a 4,7T
de 680Hz). Si la fréquence centrale de I’impulsion RF est réglée sur la fréquence de 1’eau, les
protons de la graisse excités ne proviendront pas de la méme coupe que celle de I’eau comme

illustré sur la figure 1.9.
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5 — 77((1+L\o‘)19‘,+:.(;:) _ o
A - o Figure 1.9 : Artéfact de déplacement chimique
—(B,+2:G.)  |ors de la sélection de coupe dans la direction z.
Av . bande passante, Az : épaisseur de coupe,
Gz: amplitude du gradient de sélection de
coupe, v : rapport gyromagnétique, BO : valeur
AVI . du champ statique (en T), Ad: écart de
déplacement chimique entre les deux résonances
(exprimé en ppm), 6z : écart du a Partéfact de

déplacement chimique

27

= T > Z (enmm)

Ainsi I’écart spatial entre les protons réellement excités et ceux que 1’on souhaitait

exciter est donné par :

5Z:A5-BO£-% (1.17)

Pour réduire cet écart, il faut donc augmenter la bande passante des RF augmentant
I’amplitude du gradient qui est toutefois limitée par ses valeurs physiques
Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Les gradients d’encodage de 1’image correspondant
au plan de coupe sélectionné seront décrits dans le paragraphe 1.2.4. qui traite plus

spécifiquement de 1’imagerie.
1.2.3.2.  Séquences de spectroscopie localisee

Plusieurs séquences de spectroscopie localisée ont émergé ces dernieres décennies :
DRESS (Deph REsolved Surface-coil Spectroscopy), ISIS (Image Selected In vivo
Spectroscopy), STEAM (STimulated Echo Acquisition Mode), PRESS (Point REsolved
SpectroScopy), LASER (Localization by Adiabatic SElective Refocusing). La séquence
DRESS permet de sélectionner une tranche d’intérét en forme de disque alors que les
séquences STEAM, PRESS et ISIS permettent d’avoir un volume cuboide. La séquence
LASER est une récente modification de la séquence PRESS utile lorsque le champ Bl
engendré par la bobine RF est inhomogene. Ici, nous détaillerons uniquement les deux
séquences STEAM et PRESS qui sont utilisées par la suite et qui sont disponibles de fagon

standard sur les IRM cliniques.

STEAM
La sequence STEAM (Frahm, Merboldt, et Hanicke 1987) comporte trois impulsions
sélectives de 90° appliquées aux instants 0, TE/2, TE/2+TM, TM étant le temps de mixage
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(figure 1.10). En 1950, Hahn décrit cette séquence en spécifiant qu’elle génére cing échos et
trois FID. En plus de ces gradients de sélection de coupe, nous distinguons les gradients de
dispersion qui ont pour but d’éliminer tous les échos a I’exception de 1’écho stimulé, mais

aussi d’assurer la dispersion des aimantations avant la seconde impulsion (figure 1.10).

90° 90 90°
RF —* + *
Gx ﬂ
|
Gy : -
U
Gz [ L \
Echo stimulé
Signal 'A
TE/2 ™ TE/2

Figure 1.4 : Chronogramme de la séquence STEAM. lllustration modifiée a partir de (Bottomley
et Griffiths 2016) p 112

La premiere impulsion, appliquée en présence de gradient Gx, place dans le plan xOy
les aimantations situées dans une coupe perpendiculaire a la direction X. La seconde
impulsion, appliquée en présence du gradient Gy, va basculer les aimantations d’une coupe
orthogonale a I’axe Y, et replacer le long de I’axe Z les composantes My des aimantations
situées dans la barre constituant I’intersection des deux coupes. Un temps TE/2 sépare ces
deux impulsions. L’aimantation reste le long de I’axe Z pendant le temps TM qui doit rester
court par rapport au temps de relaxation T1, mais qui peut étre long devant T2 ou T2*. La
derniere impulsion, appliquée en présence de gradient Gz, va basculer une nouvelle fois les
aimantations d’une coupe orthogonale a Z, replace dans le plan transversal 1’aimantation de

cette coupe.

La séquence STEAM permet de conserver seulement la moitié de I’amplitude du

signal obtenu par la séquence PRESS mais permet d’utiliser des temps TE plus courts.

PRESS

Tout comme la séquence STEAM, la séquence PRESS (Bottomley 1987) comporte
trois impulsions sélectives. Seule la premiére impulsion est de 90°, les deux suivantes sont de
180° a un temps TE1/2 et TE1+ TE2/2 pour re-phaser les aimantations. La premiere
impulsion de 180° permet de créer un écho de spin a TE1 et la deuxieme de refocaliser cet
écho a TE2. L’écho de spin final se trouve a TE=TE1+TE2.
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Figure 1.5 : Chronogramme de la séquence PRESS. Illustration modifiée a partir de (Bottomley
et Griffiths 2016) p 111

La séquence PRESS est tres utilisée en spectroscopie localisée du proton. Elle présente
I’avantage d’avoir une meilleure sensibilité que la séquence STEAM. Cependant, dans le
contexte de 1’étude du signal lipidique, certaines raies de résonance peuvent apparaitre avec
une amplitude négative ou disparaitre a certains TE. Ce phénomeéne n’est pas observé pour la
séquence STEAM aux mémes TE (Hamilton et al. 2009).

1.2.4. Imagerie

A présent que nous avons abordé les fondements de la résonance magnétique

nucléaire, nous allons nous intéresser brievement a la construction d’une image.
1.2.41.  Formation d’une image RMN

Tout comme pour le cas de la sélection de coupe (1.2.3.1), les gradients de champ
magnétique peuvent étre utilisés pour créer une variation spatiale de la fréquence de résonance
des aimantations afin de permettre la localisation du signal. L’acquisition d’une image 2D
consiste alors a acquérir les fréquences spatiales de 1’image par mesure dans un plan de

Fourier (aussi appelé espace k). Le signal recueilli peut s’exprimer ainsi :

S(k,.k,) = [ [ p(x, y)e™ " dxdly (L.18)

Nous distinguons deux codages : le codage spatial de phase et celui de lecture.

Nous prendrons ici comme exemple le cas ou les gradients sont constants sur leur

durée d’application.

A. Nemeth — Mémoire de these |
est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/puincC::aQPoR}H’(%%Lﬁgmg?)()iﬁecs“endgye et SCIentlﬂque

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



Type d’encodage dans ’espace k

Le codage spatial de phase consiste a appliquer Différentes

. . Gy (mT/m) / valeurs de Gy,
un gradient (par exemple Gy) durant un temps (ty) qui T

>t

va créer une différence de fréquence selon I’axe Oy

¢ [

durant sa durée d’application. Les aimantations qui vont

-

y
tourner plus vite que les autres vont acquérir une phase Figure 1.6 : Schéma du gradient de
. L, . . phase
plus importante, la phase acquise étant proportionnelle a
la position sur I’axe y.
A Darrét du gradient, les aimantations vont précesser a leur fréquence initiale vO (en

absence d’inhomogénéités), tout en conservant le déphasage acquis.

Le codage spatial de lecture consiste a Gy (mT/m)
échantillonner le signal en méme temps que T I

>t
I’application du gradient. —

TL

Figure 1.7 : Schéma du gradient de
lecture. TL : temps de lecture

Les parameétres kx et ky sont proportionnels a 1’aire sous la courbe de I’amplitude du
gradient en fonction du temps :

k(z) = ij(t)dt (1.19)

Lorsque les gradients Gy et Gx sont constants au cours du temps, 1’équation (1.19)

s’écrit pour kx et ky :

k, =yxGy,, X7
{ y Pty (1.20)

kX :]/XGXamp Xt

Ou Gyamp et Gxamp sont les amplitudes des gradients. Les ky varient selon la valeur de
I’amplitude Gyamp (figure 1.12) et les kx selon la durée t d’application du gradient Gx (figure
1.13).

Remplissage de ’espace de Fourier

La forme des gradients Gx(t) et Gy(t) va définir le chemin de lecture dans 1’espace de

Fourier (figure 1.14).
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Figure 1.8 : Principe du remplissage de I’espace de Fourier avec en A) le chronogramme et B) le
trajet dans I’espace de Fourier associé.

Le centre du plan de Fourier qui correspond aux basses fréquences spatiales contient
I’information de contraste de 1’image alors que le contour du plan qui correspond aux hautes

fréquences spatiales contient les détails de I’image 2D.

De l’espace de Fourier a ’image 2D

Une fois 1’espace de Fourier acquis, I’image 2D est obtenue grace a une transformee

de Fourier 2D inverse sur cet espace (figure 1.15).
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Figure 1.9 : De I’espace de Fourier (A) a I’image 2D (B).

Les dimensions de I’image sont alors liées aux parametres de 1’espace de Fourier.

Fov, = 2%

Sk,

, (1.21)
Fov, =<~

Sk,

Le voxel de I’image est alors lié & Kymax et Kxmax par :
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AX =
2kxmax
(1.22)
Ay = 27
2k

1.2.42.  Séquences de base

Nous distinguons deux grandes familles de séquence qui sont issues de deux
séquences de base en imagerie : la séquence d’écho de spin et la séquence d’écho de gradient.
Deux principaux paramétres de ces séquences conditionnent le contraste de I’image : le temps
d’écho (TE) et le temps de répétition (TR) (tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Pondération de I’image selon les temps d’écho (TE) et le temps de répétition (TR)

Pondération TEcourt TE long
TR court T1 /
TR long p T2

Les images pondérées en T1 et T2 peuvent étre intéressantes pour différencier 1I’eau et
la graisse. En effet, ces deux molécules ne possedent pas les mémes propriétés magnétiques et
possédent des temps de relaxation T1 et T2 différents. Notamment, la graisse possede un T1
et un T2 beaucoup plus faible que I’eau : de I’ordre de quelques centaines de milliseconde
pour le T1 de la graisse contre quelques secondes pour I’eau, ~60ms pour le T2 de la graisse

contre ~300ms pour 1’eau a 3T.

Séqguence d’Echo de Spin

L’écho de spin est une séquence caractérisée par une refocalisation des aimantations

grace a une impulsion RF de 180° (figure 1.16).

RF 180°

90° I Echo de spin 90°

| . H L

Gz t

Lo i il

o U U

L H
=

Gx

[ | [
TE/2 TE/2

N
~
+~

TR

Figure 1.10 : Chronogramme d’une séquence d’écho de spin
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Cette séquence permet de refocaliser les inhomogenéités du champ magnétique Bo et

ne pas étre soumis a des pertes d’intensité de signal en présence de ces inhomogénéités.

Séquence d’Echo de gradient

Contrairement a I’écho de spin, ici I’écho de gradient n’utilise pas d’impulsion RF de
180° pour la refocalisation des aimantations. C’est le déphasage suivi du rephasage induit par
le gradient de lecture (Gx) qui va permettre de créer un écho en utilisant deux gradients
d’amplitudes opposés. En I’absence de RF de 180°, I’écho de gradient permet d’avoir un TR

plus court que I’écho de spin.

RF

[ e° Echo de gradient o°
Gz t
Lo 0
o T T
L= u

= t
Gx
I —

S
+~

e—> TE

TR

Figure 1.11 : Chronogramme d’une séquence d’écho de gradient

Cette séquence permet d’avoir une pondération soit en T1, en T2* ou en densité de
proton (p). L’angle de basculement 6 permet aussi de jouer sur le contraste de 1’image,
notamment 1’utilisation d’un faible 6 diminue la différence entre deux tissus ayant des T1 tres
différents. Cela permet également de pouvoir réaliser des acquisitions trés rapides avec un TR

trés court qui permet de réaliser des acquisitions tridimensionnelles.
1.2.5. Imagerie spectroscopique

Les techniques de spectroscopie localisée, comme STEAM et PRESS rencontrées
précédemment, permettent de détecter le signal d’un voxel unique. Ces approches ont certains
avantages comme une bonne définition du volume qui permet d’éviter une contamination du
signal par des signaux externes au volume, une bonne homogénéité du champ Bo par
optimisation spécifique dans ce volume qui permet d’améliorer la résolution spectrale. Le
principal inconvénient de la spectroscopie localisée est qu’elle ne couvre qu’une région
limitée de I’organe étudié. Comme pour la biopsie, la localisation restreinte peut entrainer des
biais d’échantillonnage, et 1’évaluation biochimique de I’organe dans son ensemble, selon une

distribution spatiale donnée n’est pas possible. L’imagerie spectroscopique (magnetic
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resonance spectroscopic imaging = MRSI, ISRM en francais) permet de coder le signal
spectroscopique provenant de plusieurs voxels. Les principaux défis de I’'ISRM sont : le long
temps d’acquisition ; I’inhomogénéité du champ au sein de la région d’intérét étudiée ; et la
contamination du spectre dii aux voxels environnants et enfin le traitement d’un ensemble de

données multidimensionnelles.

Dans cette partie, nous allons décrire plusieurs sequences. Parmi toutes les sequences
proposées pour I’ISRM, nous nous focaliserons sur les séquences qui ont été étudiées et
utilisées dans ce travail de thése. Nous distinguerons deux formes d’imagerie
spectroscopique : celle qui permet d’acquérir un spectre qui devra étre quantifié (ici la
séquence EPSI : « echo planar spectroscopic imaging ») et celle qui permet d’extraire une
information spectroscopique sans nécessairement reconstruire un spectre deétaille (ici la

séquence multi-écho de gradient).

Séquence EPSI (« echo planar spectroscopic imaging »)

L'imagerie spectroscopique « echo-planar » (EPSI) a été proposée a l'origine par
Mansfield en 1984 (Mansfield 1984), motivée par la nécessité d'une méthode de spectroscopie
in vivo avec un court temps TE. La premiére preuve de faisabilité a été démontrée sur un
cerveau humain en 1994 (Posse, DeCarli, et Le Bihan 1994). L’EPSI permet ’acquisition
d’un espace de Fourier 3D : deux dimensions spatiales et une dimension spectrale. Cette
séquence n'utilise qu'une seule impulsion RF sélective (ici écho de spin, figure 1.18) pour
acquérir une ligne de I’espace de Fourier avec n points dans la dimension spectrale. Un
gradient de phase (Gy, figure 1.18) sélectionne la ligne de 1’espace de Fourier et un gradient
de lecture oscillant (Gx, figure 1.18) permet cette fois-ci d’acquérir cette méme ligne pour les
n espaces dans la troisieme dimension. Dans le cas, d’une acquisition 4D (3D spatiales et 1D

spectrale), le gradient Gz est utilisé pour encoder la troisiéme dimension spatiale.

L’écart temporel At entre deux gradients oscillants détermine le pas d’échantillonnage
du signal. La bande passante spectroscopique est alors définie par 1/At. Une transformée de
Fourier 3D permet de reconstruire 1’image ainsi que les spectres associés a chaque pixel.

Cette séquence peut aussi étre utilisée avec un écho de gradient a la place de I’écho de spin.
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Figure 1.18 : Chronogramme d’une séquence d’imagerie spectroscopique EPSI avec un écho de
spin. Les gradients Gz, Gy et Gx sont respectivement les gradients de sélection de coupe (et
encodage dans la troisieme dimension spatiale), de phase et de lecture. Extrait de (Bottomley et
Griffiths 2016) p187.

Séguence multi-écho de gradient

La séquence multi-écho de gradient est une séquence trés proche de I’EPSI au niveau
du chronogramme dans le cas ou un écho de gradient est utilisé a la place de 1’écho de spin.
Le gradient Gx associé a la lecture peut étre bipolaire, comme dans I’exemple de I’EPSI
figure 1.18, ou unipolaire (avec « flyback » en anglais) c’est-a-dire que tous les gradients de
lecture ont la méme polarité. Une comparaison plus détaillées des chronogrammes est faite
dans le chapitre 4. La stratégie d’acquisition du signal afin de remonter & une information
spectroscopique est détaillée dans les parties 1.3.2 « Taux de graisse » et 1.3.3 « Proportions

d’acide gras » de ce chapitre.

1.3. Les différents aspects de la quantification
lipidique

Dans cette partie, nous nous attacherons a définir ce que nous entendons par
quantification lipidique avec des techniques de spectroscopie et d’imagerie RMN. En effet,
nous pouvons faire rentrer plusieurs métriques dans cette terminologie : certaines destinées a
mesurer une quantité, d’autres a évaluer la qualité des lipides (exemple : type d’acide gras).
Nous chercherons donc a évaluer, quand cela est possible, pour chaque tissu étudié : le
volume (en cm?), la proportion de graisse par rapport a 1’eau (en %), les proportions (en %)

des types d’acides gras (polyinsaturés, mono-insaturés et saturés).
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1.3.1. Mesures volumeétriques et anthropomeétriques

Mesures morphologigues traditionnelles

Le syndrome métabolique serait li¢ a 1’accumulation de graisse dans les différentes
régions de dépdts de tissu adipeux. Il est donc pertinent de quantifier cette accumulation en
mesurant le volume de ces dépots tel que le tissu adipeux sous-cutané (subcutaneous adipose
tissue : SAT) et le tissu adipeux visceral (visceral adipose tissue: VAT). Comme vu
précédemment, le tissu SAT s’étend de la téte au pied alors que le tissu VAT se localise au
niveau de I’abdomen. Au cours de cette these, nous nous intéresserons seulement a la région

abdominale.

Plusieurs outils permettent de mesurer I’excés de graisse allant de la mesure
morphologique (poids, IMC, mesure du tour de taille, mesure du tour des hanches, rapport
tour de taille/tour des hanches) a des outils d’imagerie tomographique (CT scan, IRM),
chacun possédant des avantages et des inconvénients. Les mesures du poids et de I'IMC sont
simples a réaliser et accessibles facilement. L’organisme mondial de la santé (OMS) établit
qu’un stade d’obésité est atteint pour un IMC > 30 kg/m? chez 1’adulte et de surpoids pour un
IMC compris entre 25 et 30 kg/m?. Cependant, I’IMC ne permet pas de différencier les tissus
gras des tissus maigres. De plus, il est dépendant de la population étudiée, ’OMS s’accorde a
dire qu’un IMC de 23-24 kg/m?2 pour un individu de phénotype asiatique est équivalent a un
IMC de 25-29.9 kg/m2 pour un individu de type caucasien concernant les risques de syndrome
métabolique (WHO expert consultation 2004). Plusieurs études suggérent (Chuang et al.
2006; Qiao et Nyamdorj 2010) que la mesure du rapport tour de taille/tour de hanches (RTH)
est un meilleur indicateur pour les risques de diabéte que I’'IMC. Le RTH permet de définir si
I’accumulation de graisse est plutdt gynoide (accumulation au niveau des fessiers) ou
androide (accumulation au niveau de 1’abdomen). Nous avons vu dans la partie précédente
qu’une accumulation de graisse gynoide était moins délétere pour I’organisme car I’exces de
graisse se trouve principalement dans le tissu SAT. Le principal inconvénient de la mesure
RTH est qu’elle est opérateur dépendant et donc peu reproductible. De plus, le lien entre la
mesure RTH et les risques cardiovasculaires dépend encore une fois de la population étudiée
(WHO Expert Consultation 2008).

Mesure de la composition corporelle par DEXA

Ici la DEXA (« dual energy X-ray absorptiometry ») permet de décomposer la masse

corporelle en 3 catégories : la masse maigre, la masse grasse et la masse osseuse. La DEXA
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est une technique radiographique qui consiste a effectuer un balayage de I’ensemble du corps
avec un faisceau de rayons X a deux niveaux d’énergie pour différencier, dans un premier
temps, la masse calcique osseuse des tissus mous ; puis dans un second temps, de diviser ces
tissus mous en deux catégories (la masse maigre et la masse grasse). Le dispositif est
constitué d’un tube a rayons X de 80 kVp couplé a un filtre k-edge qui permet en sortie
d’avoir deux niveaux d’énergie de 40 et 70 keV. Le balayage du site a explorer s’effectue
point par point, et la mesure de 1’atténuation des deux rayonnements permet d’obtenir une

image digitalisée dont chaque surface élémentaire est porteuse d’information.

Le principe de la DEXA est basé sur I’atténuation des photons dans un tissu qui in vivo

dépend de sa composition chimique. Pour un faisceau unique I’intensité s’exprime :
I =1,e 4™ (1.23)

Ou I est I’intensité mesurée, lo I’intensité incidente, um le coefficient d’atténuation
massique et M la masse par unité du tissu absorbant. Si le tissu absorbant est hétérogene,

I’équation devient :
| =102 5m (1.24)

Ou fj est la fraction massique du i*™ composant de I’absorbant hétérogéne de méme
pour umj. Le coefficient d’atténuation massique pm peut étre calculé selon la composition

chimique des composants :
ﬂm:Z(fi X ;) (1.25)

Théoriquement, il faudrait trois équations (donc trois niveaux d’énergie) pour
distinguer les masses osseuse, maigre et grasse. Ici, la DEXA n’utilise que deux niveaux (un
de basse énergie et un de haute énergie). L'atténuation de chaque faisceau (c'est-a-dire 1/1o)

par les absorbants peut étre calculée comme le rapport (R) :

R_ In(l/ IO)L _ z fi X(,lei)l_ (126)
In(1/15),, D fix(um),

Avec L faisant référence aux photons de basse énergie et H aux photons de haute

énergie.

Chaque élément chimique a un R caractéristique (tableau 1.3) qui permet de

déterminer le rapport R des différentes molécules contenues dans les tissus.
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Tableau 1.3 : Coefficient d’atténuation massique um a 40 keV et 70 keV et le R correspondant
pour 6 atomes. Extrait de (Angelo Pietrobelli et al. 1998)

Elément H R
40 keV 70 keV

Hydrogéne 0,3458 0,3175 1,0891
Carbone 0,2047 0,1678 1,2199
Oxygene 0,2533 0,1788 1,4167
Sodium 0,3851 0,2022 1,9045
Calcium 1,792 0,5059 3,4536
Fer 3,601 0,8944 4,0162

La valeur du ratio R se rapproche de 1,21 pour les chaines de triglycéride
principalement composées de H, C et O. Pour les fluides intra- et extracellulaires, R est
compris entre 1,37 et 1,38. Pour les tissus osseux, ce ratio R est bien supérieur et avoisine les
2,86 (A. Pietrobelli et al. 1996) car ils sont constitués de calcium. Dans une premiére étape,
les pixels provenant de 1’0os peuvent étre distingués de ceux provenant des tissus mous en
regardant la valeur du R. Par la suite, un systéme d’équation a deux inconnues est utilisé pour
différencier la masse maigre de la masse grasse. Cependant, le calcul exact pour déterminer la
masse grasse et la masse maigre dépend de chaque constructeur et peut donner des résultats
différents (Fogelholm et Lichtenbelt 1997). Des erreurs de calcul peuvent survenir selon le
niveau d’hydratation des tissus, la composition des tissus étant supposée connue et fixe dans

les relations (Angelo Pietrobelli et al. 1998).

L’examen DEXA a ’avantage d’étre rapide (entre 5 et 10 min pour I’examen d’un
corps en entier). Cependant, il a le désavantage d’utiliser des rayonnements ionisants (Mméme
s’ils sont beaucoup moins intenses qu’en tomographie par rayons X). Il faut aussi noter que la
mesure de la graisse thoraco-abdominale par la DEXA ne permet pas de distinguer la graisse

abdominale sous-cutanée de la graisse abdominale viscerale.

Mesure des volumes de tissus adipeux

Plusieurs techniques radiographiques permettent de différencier les différents dépdts
de tissu adipeux. Les plus courantes sont: le CT scanner a rayons X(«computerized
tomography») ou I’IRM. Sur les images CT, le contraste est défini par 1’absorption des
rayons-X par le tissu. Les images CT sont calibrées et leur unité est HU (Hounsfield Unit).

L’eau pure a une densité de 0 et seule la graisse présente une unité négative (Ahmadi et al.
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2013). La gamme de valeurs correspondant a la graisse dépend alors de la calibration du
systeme CT, du protocole utilisé, du dosage de rayons-X et de 1’épaisseur de coupe utilisée.
Pour I’'IRM, une telle quantification absolue n’est pas envisageable. En plus de I’abondance
des séquences IRM, les parameétres d’acquisition comme le TE ou le TR font varier
considérablement le contraste des images (pondération en T1, T2 ou densité de proton). Il est
toutefois possible de procéder a un traitement post-acquisition pour reconstruire une image
paramétrique avec une quantification relative en % comme présentée dans la section suivante
(1.3.2). La variété des contrastes en IRM a entrainé une variété de procédures de segmentation
automatique qui ne seront pas répertoriées dans ce manuscrit, mais le lecteur peut toutefois se

référer a I’article de revue suivante de Houchun Harry Hu, Chen, et Shen (2016).

1.3.2. Taux de graisse

Aprés I’aspect volumétrique, I’autre mesure de quantification lipidique qui a émergé
en SRM et IRM est la proportion de graisse vis-a-vis de 1’eau. Différentes méthodes ont vu le
jour ces derniéres décennies pour mesurer de facon fiable la proportion de graisse.
Historiquement, la SRM était la mesure de référence pour évaluer le taux graisse in vivo
surtout pour les faibles quantités (Mansson, Peterson, et Johansson 2012) et pour étudier les
zones de stockage ectopique comme le foie (Sharma et al. 2009; Hamilton, Yokoo, et al.
2011), le coeur (Meer et al. 2007), dans le muscle squelettique (Sinha et al. 2002; Weis et al.
2005; Boesch et al. 2006) et dans la moelle osseuse (Pansini et al. 2014; Karampinos et al.
2015). Cependant, différents types d’imagerie permettent aussi d’observer le taux de graisse :
I’imagerie sélective en fréquence (Frequency-selective imaging) et I’imagerie d’encodage du
déplacement chimique (Chemical shift-encoded imaging). L’imagerie sélective en fréquence
permet d’exciter soit 1’eau soit la résonance principale de la graisse ce qui résulte en une
image ou I’'une des deux composantes est en hyper-signal. Cette méthode a montré son intérét
pour I’¢tude du contenu du taux de graisse dans le muscle squelettique (Machann et al. 2003),
les tissus adipeux (Makrogiannis et al. 2012) et le foie (Machann et al. 2006). Cependant, ce
type d’imagerie, s’il met en contraste les zones contenant de la graisse, ne permet pas
d’obtenir une quantification standardisée. L’encodage du déplacement chimique quant a lui
n’utilise pas d’impulsion RF spectrale, mais mesure 1’effet du déplacement chimique a
différents temps d’écho. Notamment, pour étudier la quantité de graisse en fonction de 1’eau,

la différence de phase entre 1’eau et le groupement de méthylene est utilisee. Un traitement

A. Nemeth — Mémoire de these |
est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publi(%h[lﬁowy(%%Lﬁgmgé()iﬁecs“endgye et SCIentlflque

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



post-acquisition est alors nécessaire et permet d’estimer la densité de proton composant les
molécules d’cau et la densité de proton composant les molécules lipidiques. Ceci permet alors
d’obtenir un coefficient normalisé en pourcentage (densité de proton de la graisse/(densité de
proton de la graisse et de 1’eau)). Le signal de la graisse peut étre modeélisé soit par le pic de
méthylene seul ou par les différents pics présentés dans la section 1.2.2 sachant que cette

derniere option des résultats plus précis.

Ici, la stratégie est de définir un espacement entre les échos (ATE « echo spacing ») de
sorte de jouer sur 1’évolution du signal et les différences de déplacement chimique de sorte
qu’au moment de I’acquisition (a chaque TE) I’eau et la graisse soit déphasées d’une phase de

7 ce qui correspond a un écart entre les échos de:

ATE = (1.27)
2.AS B,

eau—graisse 271_

AVEC AS

eau—graisse

égale a 3,4 ppm a 37°C, Bo la valeur du champ magnétique en Tesla

et y/2m le rapport gyromagnétique du proton (soit 42,576 MHz/T).
En définissant les différents TE par :
TE =n-ATE (1.28)

Cette méthode dérive de la Dixon traditionnelle (Dixon 1984). Cependant d’autre TE
peuvent étre pris, comme dans 1’algorithme IDEAL (« Iterative Decomposition of water and
fat with Echo Asymmetry and Least-squares estimation »), ou le but est d’avoir une position

asymétrique entre 1’eau et la graisse a chaque TE (Reeder et al. 2004).

Par la suite, la partie réelle (R) du signal est définie comme la somme de la

contribution de I’eau et des différentes résonances de la graisse :
8 _ —TE
S(TE) = ERL[ DP,., + DP i X ZCkez’”AfkTE )x eT? J (1.29)
k=1

Dans cette premiere approximation, les amplitudes relatives des pics de résonance Cg
et les différences fréquentielles Afk entre les résonnances lipidiques et le pic de I’eau (signal
centré sur le pic de 1’eau) sont fixées. La densité de proton de I’eau DPeqy et celle de la graisse

DPgraisse ainsi qu’un T2* apparent sont estimés.
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La fraction de graisse en densité de proton (PDFF : proton density fat fraction) est

alors calculée par :

PDFF DF s 100 1.30
= X .
DP.__+DP (1:30)

graisse eau

La plupart du temps, les effets des différences de T1 et de T2 sont ignorés. En utilisant
une séquence multi-écho de gradient avec un faible angle de basculement (de I’ordre de 5°),
nous pouvons négliger les effets de la pondération en T1. La PDFF présente 1’avantage d’étre
normalisée et comprise entre 0 et 100 %. Cette mesure est reconnue aujourd’hui comme un

biomarqueur (Reeder, Hu, et Sirlin 2012) de la quantité de graisse dans le foie.

Si les techniques de SRM et d’IRM permettent de mesurer le taux de graisse dans
chaque pixel, a I’échelle du corps entier, des mesures DEXA permettent d’accéder a la masse
maigre et a la masse grasse ou encore par impédancemétrie (non détaillée dans cette thése)

peuvent étre réalisées.
1.3.3. Proportions d’acide gras

Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est une technique qui permet de séparer
plusieurs molécules contenues dans un mélange. Ce dernier est vaporisé a l'entrée d'une
colonne, qui renferme une substance active solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis
il est transporté a travers celle-ci a l'aide d'un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes
molécules du mélange vont se séparer et sortir de la colonne les unes apres les autres aprés un
certain temps qui est fonction de I'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules. Ceci
permet alors de distinguer les différents types d’acides gras (exemple C18 :1n7) comme

présenté dans la figure 1.19.
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Figure 1.19 : Spectre d’huile de sésame issu de la chromatographie en phase gazeuse.

La chromatographie en phase gazeuse est considérée comme une mesure de référence
pour la quantification en acide gras. Plusieurs études résumées dans le tableau 1.4 ont

caractérisé la composition lipidique des tissus adipeux sous-cutanés.

Tableau 1.4 : Composition lipidique du tissu adipeux sous-cutané estimée par chromatographie
en phase gazeuse

PUFA (%) MUFA (%) ‘ SFA (%)

(Field, Angel, et Clandinin 1985) 144+ 2.7 575+31 26,0 £ 3,0
(Garaulet et al. 2006) 18 54,6 27,4
(Hodson, Skeaff, et Fielding 2008) 16,5 54 29,5
(Lundbom et al. 2010) 12,35 58,29 29,36

La chromatographie en phase gazeuse permet une quantification précise des différents
acides gras présents dans I’échantillon. Cependant, I’analyse se faisant in vitro, elle nécessite

par conséquent des biopsies des tissus qui en limitent son utilisation.
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La spectroscopie RMN

La spectroscopie permet de remonter a une information qualitative de la graisse,
notamment sur les proportions des différents types d’acide gras en se fondant sur le signal
d’une chaine de triglycéride. A 1’échelle de la molécule de triglycéride, nous pouvons alors
définir 3 parameétres qui vont varier selon la composition des acides gras esterifiés (Hamilton,
Yokoo, et al. 2011): ndb (nombre moyen de double liaison), nmidb (nombre moyen de
méthylene interrompant de deux doubles liaisons) et CL (longueur moyenne de la chaine
carbonée) (Tableau 1.4).

Tableau 1.4 : Détail des groupements chimiques présents dans une chaine de triglycéride. ndb

(nombre de double liaison), nmidb (nombre de méthyléne interrompant de deux doubles
liaisons) et CL (longueur de la chaine carbonée).

Amplitude  théorique  d’un

Groupement chimique Déplacement chimique (ppm) groupement dans une molécule
(Hamilton, Yokoo, et al. 2011)

-CH=CH- 53 2*ndb

-CH-COO- 52 1

-CH2-COO- 4,3 2

-CH,-COO- 4,2 2

-CH=CH-CH2-CH=CH- 2,38 2*nmidb

-CH»-CH,-CO- 2,23 6

-CH=CH-CH2-CH»- 2,03 4*(ndb — nmidb)

-CH2-CH2-CO- 1,6 6

-(CH2)n- 1,3 [6*(CL-4) - 8*ndb + 2*nmidb]

-CHs- 0,9 9

Pour remonter a la composition lipidique, c’est-a-dire a la proportion d’acide gras
polyinsaturé, mono-insatureé et saturé, plusieurs métriques ont vu le jour ces dernieres années.
Elles se basent essentiellement sur des rapports d’amplitudes de pics. Le tableau ci-dessous
permet de faire le lien entre les différents indices utilisés dans la littérature et les notations
ndb et nmidb.
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Tableau 1.5: Méthodes de calcul d’indice d’insaturation ou de polyinsaturation. UFA :
proportion d’acide gras insaturé en %, PUFA : proportion d’acide gras polyinsaturé en %), UI :
indice d’insaturation, PI : indice de polyinsaturation. Apicx représente I’amplitude du signal pour

le pic résonnant a X ppm.

Insaturation Polyinsaturation

(Corbin et al. 2009) A A.
UFA=100x 2 x 222 PUFA =100x 2 x 228
pic0,9 pic0,9
(Ren et al. 2008) 1 A A
UFA=100x = x—2= PUFA =100x =~
ic2,23 pic2,23
(Zancanaro et al. 1994) A A
UFA =100 S x 2053 PUFA=100x S x 228
pic0,9 pic0,9
(Peterson et Mansson 2013) UFA —100x ndb —nmidb PUFA —100x nmidb
(Machann et al. 2017) Ul = Poiesa Uy = Pz
Apico,g pic0,9

Ici les notations UFA et PUFA font référence a une valeur moyenne d’insaturé et de

polyinsaturé. Les proportions de monoinsaturés (MUFA) et saturés (SFA) sont par la suite

calculées par : MUFA = UFA - PUFA

SFA =100 - UFA

Si on se base sur I’analyse d’une chaine de triglycéride (tableau 1.6), les ratios de

Corbin et al., de Ren et al. et de Peterson et Mansson sont équivalents. Seul le ratio de

Zancanaro et al. différe pour le calcul de I’insaturation. De plus, il est aussi facile de faire le

lien avec les indices Ul et PUI. D’autres ratios comme le Apics,3/Apict,3 et le Apic2,8/Apict 3

utilisés par Lundbom et al. (2010) montrent une bonne corrélation avec la chromatographie en

phase gazeuse pour des spectres a TE long (200 ms et 135ms) mais donnent de mauvaises

correlations a TE court (30 ms). De plus, il est difficile de les comparer avec les autres indices

trouvés dans la littérature.
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Imagerie RMN

Depuis 2011, de nouvelles méthodes émergeantes ont été développées pour estimer la
composition lipidique a partir de séquence d’imagerie (Bydder, Girard, et Hamilton 2011,
Peterson et Mansson 2013; Benjamin Leporq et al. 2014). Le tableau 1.7 répertorie les
publications utilisant des méthodes RMN (IRM et/ou SRM) pour la quantification lipidique
de différents dépbts de tissu adipeux blanc au niveau abdominal (SAT profond, SAT
superficiel, VAT), au niveau de la cuisse, de la nuque et dans la moelle osseuse. La séquence
d’imagerie utilisée est une séquence multi-echo de gradient mais dans la littérature, nous la
retrouvons souvent sous 1’appellation « chemical shift encoded MR imaging » (CSE-MRI).
Pour I’estimation de la composition lipidique, le ATE peut étre choisi dans le but d’obtenir de
maniére répétée les aimantations de 1’eau et de la graisse soit en phase, soit en opposition de
phase pour les différents TE. Cette fois-ci, au lieu de fixer les proportions des différentes
résonances, celles-ci sont exprimées en fonction de ndb et nmidb (Tableau 1.5). Le signal

peut alors s’exprimer par :

k=1

8 | -TE
f (t) =real HAWx N, .o + Af X Z(nk (ndb, nmidb, CL) x e*"*%® )} xeT2 J
(1.31)

Dans ce cas, un T2* commun est estimé pour I’cau et la graisse. Cependant, ce choix
est discutable du fait que I’eau et la graisse ne posséde pas des T2 apparents identiques
(Peterson, Svensson, et Mansson 2014).
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Tableau 1.7 : Résultats des parametres relatifs a la composition lipidique des tissus adipeux humains de la littérature

dNomt.’re Méthode nmidb PUFA (%) MUFA (%) SFA (%)
e sujets
MRS
(Ren et al. 2008) T 20 STEAM SAT 2,8 0,75 25 43,3 31,7
SAT 23,439 49,6 £5,7 27,1x472
Moelle osseuse 245+ 31 46,4 £4,8 29,1 +35
(Bydder, Girard, et
Hamilton 2011) 3T 1 MRI SAT (profond) 2,81 +£0,02 0,73 24,5 44,7 30,8
VAT 2,76 £ 0,04 0,71 23,6 44,8 31,6
MRS
STEAM SAT (profond) 2,82 0,81 27 40 33
VAT 2,83 0,79 26,3 41,7 32
(Peterson et Mansson MRS )
2013) 3T 1 STEAM SAT (cuisse) 3,52+0,18 | 0,71 +£0,05 23,7 70 6,3
MRI SAT (cuisse) 283x047 | 0,74+0,17 24,7 45 30,3
(Benjamin - Leporq et | o 5 | MRI SAT 2,72 0,94 31,2 28,2 40,6
al. 2014)
VAT 2,53 0,84 27,9 28,7 43,4
. MRS
(Hamilton et al. 2017) 3T 340 STEAM VAT 2,72+0,19 | 0,69+0,14 22,9 45 32,1
SAT (superficiel) 2,8310,2 0,74 £ 0,15 24,6 451 30,3
SAT (profond) 28+0,17 | 0,75+0,13 24,8 43,6 31,6
MRS
(Machannetal. 2017) | 3T 50 STEAM SAT (nupe) 2,46 0,46 15,3 51,5 33,2
SAT (profond) 2,46 0,45 14,9 52,4 32,7
SAT (superficiel) 2,67 0,49 16,2 56,6 27,2
VAT 2,36 0,45 14,9 48,9 36,2
Moelle osseuse 2,33 0,42 14 497 36,3
SAT (cuisse) 2,8 0,43 14,3 64,8 20,9

A. Nemeth — Mémoire de thése |

Chapitre 1 : Contexte clinique et scientifique

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LYSEI089/these.pdf
© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons vu que 1’adiposité abdominale et la résistance a
I’insuline étaient au cceur du syndrome métabolique. Ce dernier étant lié a un risque plus
élevé de développer des maladies liées au métabolisme comme le diabéte de type 2, les
maladies cardiovasculaires ou encore les stéatoses hépatiques non-alcooliques. Pour mieux
comprendre les mécanismes liés au syndrome métabolique, il est nécessaire d’avoir des
méthodes qui nous permettent d’évaluer 1’adiposité abdominale. Nous savons aussi que les
paramétres d’IMC et de RTH utilisés comme seul indicateur de santé conduisent souvent a
une mauvaise classification de la présence de facteurs de risques cardio-métaboliques
(Tomiyama et al. 2016). Il est alors indispensable de posséder des méthodes plus précises
telles que celles fournies par I’'imagerie. Cependant, si les images CT donnent une résolution
spatiale et une définition des organes remarquables, cette méthode est ionisante et ne peut étre
appliquée éthiqguement sur des sujets sains. Au-dela de ’aspect volumique, nous pouvons
aussi évaluer ’adiposité abdominale vis-a-vis de sa composition en acide gras. Dans ce
contexte, ce manuscrit décrit des méthodes non-invasives basées sur la résonance magnétique
du noyau d’hydrogéne (RMN) : I’imagerie (IRM) et la spectroscopie (SRM). Nous étudions la
faisabilité de détecter des changements volumétriques et qualitatifs (nature des acides gras :
saturés (SFA), mono-insaturés (MUFA) ou polyinsaturés (PUFA)) des adiposités abdominales

et du foie, plus particulierement, dans la phase de prise de poids.
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Chapitre 2

Estimation de la composition en acide
gras a partir du signal de spectroscopie
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Ce deuxieme chapitre est dédié¢ a 1’analyse du signal de spectroscopie dans le cas de
I’étude des composés graisseux tels que les huiles (pour les mesures in vitro) ou le tissu
adipeux humain (pour les mesures in vivo). Nous avons vu dans le chapitre précédent que le
signal lipidique était riche et complexe a modéliser (1.2.2). Dans la premiére partie de ce
chapitre, nous verrons brievement les problématiques qui sont inhérentes aux traitements du
signal de spectroscopie ainsi que différentes méthodes de quantification élaborées pour

I’étude du spectre des métabolites.
2.1. Traitements des signaux de spectroscopie

Dans un premier temps, la spectroscopie RMN permet une inspection visuelle du
spectre pour détecter ou non la présence de certaines résonances. La quantification de ce
spectre peut permettre de mesurer les concentrations relatives des différentes résonances.
Plusieurs méthodes, principalement développées pour 1’étude de la concentration des
métabolites dans le cerveau, sont utilisées dans la littérature (Vanhamme, van den Boogaart,
et Van Huffel 1997; Provencher 1993, 2001; Ratiney et al. 2004; Poullet et al. 2007; Osorio-
Garcia et al. 2011). Certaines sont fondées sur I’analyse du spectre (domaine fréquentiel) et
d’autres sur I’estimation du signal de pression libre « FID » (domaine temporel). Nous
parlerons ici d’une estimation des concentrations relatives. Le signal recu dépend de
I’imageur, des capteurs utilisés, de la séquence utilisée (par exemple PRESS ou STEAM), des
parametres de séquence (TE et TR) et des temps de relaxation des groupements de protons. |l
est par conséquent difficile de faire une estimation absolue. Dans ce cas, I’utilisation d’une
référence interne ou externe (méthode ERETIC (Akoka, Barantin, et Trierweiler 1999))

permettrait la calibration des mesures.

Historiquement, les premiéres analyses de spectres ont été réalisées dans le domaine
de la chimie utilisant de la RMN a haute résolution ce qui leur permet d’avoir une bonne
distinction des pics de résonance dans le domaine fréquentiel. Dans ce cas-1a, I’estimation de
la concentration peut se faire en prenant I’aire sous la courbe de chaque pic du spectre.
Cependant, dans le cas de spectres in vivo, la résolution n’est pas suffisante pour pouvoir
appliquer cette méthode. En effet, les inhomogénéités du champ ont pour conséquence
d’accélérer la décroissance du signal, ce qui induit un élargissement des raies dans le domaine
fréquence. Il peut alors y avoir des pics de résonance qui se superposent. En plus de ce
probléme, des distorsions de la ligne de base dues a une variation de la phase au cours du

temps (comme produites a TE courts par des courants de Foucault) peuvent aussi introduire
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des biais de mesure dans le calcul de I’intégrale sous la courbe. Enfin, in vivo les durées
d’examen limitent le temps d’acquisition des données, ainsi le nombre d’accumulation du
signal est réduit d’ou des rapports signal a bruit (signal to noise ratio : SNR en anglais) plus

faibles.

De la s’en est découlé la nécessité d’utiliser des analyses plus perfectionnees qui
permettraient de prendre en compte la forme des raies (lorentzienne, gaussienne et voigt) et
qui soient automatiques. Que ce soit dans le domaine fréquentiel (revue de Mierisova et Ala-
Korpela 2001) ou temporel (revue de Vanhamme et al. 2001), la fonction qui décrit le signal
acquis est un modele non-linéaire (i.e. avec des parameétres non linéaires a ajuster) et la facon
la plus courante d’ajuster le modele est d’utiliser un moindres carrées non linéaire. En
fréquentiel, chaque résonance est caractérisée par une fréquence, une amplitude et une largeur
de raie. En temporel, nous retrouvons aussi les parameétres fréquence et amplitude (qui
correspond plutot a ’aire sous la courbe en fréquentiel), la largeur de raie, quant a elle, est

remplacée par le facteur d’amortissement.

Ici nous avons adopté plusieurs stratégies et étapes dans le traitement de nos spectres
utilisant séquentiellement les domaines fréquentiel et temporel. Dans une premiere étape nous
faisons une correction de la phase dans le domaine temporel (2.2.2.3). Puis, nous utilisons le
domaine fréquentiel pour déterminer la fréquence de résonance de nos pics. Pour cela, des
fréquences initiales sont définies manuellement avant le début du processus. Puis une
recherche du maximum du pic est effectuée sur un intervalle fixe pour chaque fréquence
initiale. Une fois ces fréquences connues, elles peuvent étre injectées dans le modele temporel
comme connaissance a priori initiale avec la possibilité d’étre recherchées dans un intervalle
(cas pour le modele simplifie Mpeak dans la partie 2.2), ou encore fixées a cette valeur (cas
pour le modele simplifié M+c dans la partie 2.2), Une premiere estimation des T2 peut aussi
étre réalisée dans le domaine fréquentiel (2.2.2.4) pour étre inclue dans le modéle Mg, si les
spectres sont acquis a plusieurs TE. Enfin, avec ou sans les connaissances a priori,
I’approximation finale qui permet de déterminer les amplitudes des résonances est réalisée

dans le domaine temporel (2.2.2.1).

Problématiqgue dans le cas du signal lipidigue

En 2014, Mosconi et al. ont montre que le résultat de la quantification dépendait de la
méthode utilisée, ce qui complique la comparaison d’une étude a I’autre. De plus, 1’estimation
paramétrique par moindres carrés non linéaires appliquée aux spectres RMN des lipides peut

étre, selon la fonction modele utilisée, un probléme non linéaire mal posé. Ceci donne lieu
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alors a une grande source de variabilite dans les resultats, puisque plusieurs valeurs de
paramétres peuvent étre trouvées pour un méme minimum. Cependant, dans notre
communauté de SRM in vivo, plusieurs articles présentent des modeles toujours plus
complexes, en ajoutant de plus en plus de raies de résonance afin de réduire le résidu entre la
courbe estimée et la partie réelle du signal acquis. Ces pics sont généralement proches en
fréquence et I’augmentation du nombre de paramétres rend le probléme mal posé. Dans ce
cadre, nous nous sommes demandé s’il n’y avait pas un autre moyen de réaliser cette analyse
paramétrique. Fondée sur des travaux en spectroscopie (Hamilton, Yokoo, et al. 2011) qui ont
propos¢ de nouvelles définitions des parametres liés a la structure d’une chaine de
triglycéride, I’imagerie quantitative (Peterson et Mansson 2013; Benjamin Leporq et al. 2014)
a montré des résultats prometteurs tout en utilisant un modele d’ajustement paramétrique
simplifié. Nous avons adapté ce modele a I’étude du signal de spectroscopie avec différentes
stratégies et implémentations (sous-échantillonnage du signal, prise en compte des temps de
relaxation, contraintes liant les parameétres entre eux). Le but étant d’explorer une nouvelle
stratégie pour traiter les spectres RMN des lipides issus de tissu adipeux humain acquis a 3T.

Cette analyse fait I’objet de la partie suivante du chapitre

2.2. Comparaison d’un modéle dérivé de I’imagerie
avec un modéle classique pour I’estimation de
la composition lipidique a partir du signal de

spectroscopie

This section corresponds to the accepted manuscript of the article: “Comparison of
MRI-derived vs. traditional estimations of fatty acid composition from MR spectroscopy
signals” A. Nemeth, B. Segrestin, B. Leporg, A. Coum, G. Gambarota, K. Seyssel, M.
Laville, O. Beuf, H. Ratiney. Comparison of MRI-derived vs. traditional estimations of fatty
acid composition from MR spectroscopy signals. NMR in Biomedicine, 2018;31(9):e3991,

which has been published in final form at [https://onlinelibrary-wiley-com.docelec.univ-

lyonl.fr/doi/abs/10.1002/nbm.3991]. This article may be used for non-commercial purposes

in accordance with the Wiley Self-Archiving Policy [https://authorservices.wiley.com/author-

resources/Journal-Authors/licensing-open-access/open-access/self-archiving.html].
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2.2.1. Introduction

Interest in fat quantification has grown in recent years. In particular, the fat
composition in the body could play a role in various inter-related pathologies or disorders
such as obesity, inflammation, insulin resistance and cardiovascular disease risk. It is
therefore worth developing accurate and robust tools to measure and follow the fatty acid
composition in the body noninvasively. In this respect, Magnetic Resonance Spectroscopy
(MRS) has been shown to be a quantitative, noninvasive technique that can assess this fat
composition (Zancanaro et al. 1994; Ren et al. 2008; Strobel, Hoff, and Pietzsch 2008; Corbin
et al. 2009; Lundbom et al. 2010; Hamilton, Yokoo, et al. 2011). The spectral content of the
'H lipid spectrum, e.g., acquired in adipose tissue (Hamilton et al. 2017; Machann et al.
2017), bone marrow (Ren et al. 2008; Machann et al. 2017) or liver fat (Hamilton, Yokoo, et
al. 2011; Lundbom et al. 2011), is related to the types of triglycerides (saturation,
unsaturation, polyunsaturation). The different types of triglycerides are obtained from the
quantification of the area under the curve (in the spectral domain) or equivalently from the
signal amplitude (in the time domain) of the different proton components. In this context,
Hamilton et al.(Hamilton, Yokoo, et al. 2011) introduced the notion of the number of double
bonds (ndb), the number of double bonds separated by a single CH2 (nmidb, the number of
methylene-interrupted double bonds) and chain length (CL). These triglyceride (TG)
parameter values link the amplitude of each resonating peak. With these relations, indexes
related to the percentage of saturated fatty acids (SFAindx), monounsaturated fatty acids
(MUFAIndx), and polyunsaturated fatty acids (PUFAindx) can be deduced. Until now, proton
peaks have been quantified by quantification algorithms such as AMARES (Advanced
Method for Accurate Robust and Efficient Spectral)(Leentje Vanhamme, van den Boogaart,
and Van Huffel 1997), LCModel (Linear Combination of Model spectra)(Provencher 1993,
2001), Automated Quantification of Short Echo-time MRS (AQSES)-Lineshape(Poullet et al.
2007; Osorio-Garcia et al. 2011), and quantitation based on QUantum ESTimation
(QUEST)(Ratiney et al. 2004). However, as has been recently demonstrated in(Mosconi et al.
2014), the quantification results can greatly differ from one quantification algorithm to
another, which could influence the statistical outcome of a biological investigation. Moreover,
next to these dedicated MRS quantification approaches, quantitative MR imaging using
multigradient echo sequence (MGE-MRI) has recently been proposed (Bydder, Girard, and
Hamilton 2011; Peterson and Mansson 2013; Benjamin Leporq et al. 2014, 2016; B. Leporq
et al. 2017) . These MGE-MRI approaches proved their ability to quantify TG fatty acid
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composition, from far fewer spectroscopic data points (i.e., 1024 points compared to 8-15
echoes). To make this possible, this approach relies on more assumptions than in the MRS
quantification approaches as well as directly estimated ndb, nmidb and CL based on a simplified
model. Then the question arises as to whether MRI approaches can be adapted to the MR
spectroscopic signal and how their statistical performance would compare with the usual

MRS quantification methods.

In this paper, we therefore investigated several quantification strategies — derived from
the MGE-MRI approach or employing the usual MRS approaches — in particular the
quantitative analysis of the spectroscopic adipose tissue lipid signal. In the continuation of the
work reported in (Mosconi et al. 2014) analyzing the results of different quantification
methods, we analyzed possible sources of error and discrepancies between different
quantification approaches. The aim of this study was to evaluate and reduce the uncertainties
and errors of estimates. After Monte Carlo studies examining several fitting implementations,
the quantification results obtained with different quantification models, including results from
the reference LCModel method, were analyzed for in vitro oil acquisitions and in vivo
spectroscopy subcutaneous adipose tissue (SAT) acquisitions. These analyses resulted in a
number of practical solutions and considerations for robust lipid composition assessment

using MR spectroscopic signals.
2.2.2. Materials and methods

2.2.2.1.  Model function and quantification strategies

Most of the current MRS quantification methods are based on a nonlinear least squares
analysis that fits the acquired spectroscopic data points with a parametric model function.
Note that in the following “quantification” means “relative quantification” and the goal, for
all the methods studied, is to determine from a MR spectroscopy signal, the relative
contribution of PUFAIndx, MUFAIindx and SFAindx within the triglycerides. Here the model
functions studied in this paper are presented. The constraints, prior knowledge used as well as

several implementation details are also given.

The relations, given in table 2.1, link the proton peak amplitudes (Hamilton, Yokoo, et
al. 2011) of a lipid spectrum by introducing TG parameter variables, especially ndo and nmidb.
These parameter variables are 1) directly fitted as they are explicitly introduced into the

parameterized model function used in the first quantification approach (called M+g_param,
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described below) or 2) deduced from the fitted component amplitude in the second
quantification approach (called Mpeak, described below), as was done in previous MRS
publications(Zancanaro et al. 1994; Ren et al. 2008; Corbin et al. 2009; Strobel, Hoff, and
Pietzsch 2008). Once ndb and nmidb are estimated, the fatty acid composition (percentage of
MUFAIndx, PUFAindx and SFAindx) can be computed according to the relation given in

Peterson and Mansson(Peterson and Mansson 2013) and recalled in the Appendix.

Table 2.1: Knowledge of the theoretical relative amplitude of the resonance associated with the
chemical structure of a typical triglyceride can be either injected in the model (M+g param) Or be
used a posteriori for fat composition assessment (Mpeak). fo, chemical shift of each resonance k;

ndb number of double bonds; nmidb number of methylene-interrupted double bonds; CL chain
length (6).

Parameters conditioning the fat spectrum models

Mrtc _param Mpeak
(Aw, Af,ndb, nmidb,T2")(a, ... , &g, Cq, ...,

fok
n, (ndb,nmidb, CL

-CH=CH- 5.29 2*ndb+1 * (2%ndb+ 1)
2 -CH,-COO 42 2 Aj * 2
2b -CH»-COO 4.3 2 A %2
3 -CH=CH-CH2-CH=CH- 2.75 2*nmidb Ag * 2*nmidb
4 -CH2-CH2-CO 2.24 6 A % 6
5 -CH=CH-CH2-CH>- 2.02 4%*(ndb — nmidb) Ag * 4%(ndb — nmidb)
6 -CH-CHo-CO 16 6 A+ 6
7 -(CHa)n- 13 6%(CL-4) - 8*ndb + 2*nm|dbAf i |d(b6)*(CL = G =
8 -CHs 0.9 9 Ar %9
9 H.0 47 Nyarer =2 A, 2

Mrc param quantification approach

The first Mtc param quantification approach studied stems from lipid composition
guantification using MGE-MRI(Benjamin Leporq et al. 2014). It is based on the following
model function:
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_(TE+1)
f(t) =| (AW * Nygrer ¥ T2w +Af

2 [1]

. _TE+D _t
* (nk(ndb,nmidb) x @2kt 4 o T2k )) x e T2

where Aw is the number of water molecules, Af the number of triglyceride molecules,
Nyater the number of protons in a water molecule, n,(ndb, nmidb, CL) the number of
protons for each resonance peak, as a function of ndb, nmidb and CL as described by Hamilton
et al.(Hamilton, Yokoo, et al. 2011). f; is the frequency of each resonance, T2, the transverse
relaxation time for each peak, T2, the transverse relaxation time of the water, and T2' the
global relaxation term due to B, heterogeneities. The water resonance was used as the
reference resonance, the frequencies f, were set at (fok —4.7) * By x y/2m with f,,  the
chemical shift (see table 2.1) of the k™ peak (in ppm), B, the static magnetic field (in T) and
y the gyromagnetic ratio of the proton (in Hz.T™). TE is the echo time corresponding to the
localized spectroscopy sequence used. The parameter ndb is the number of double bonds,
nmidb the number of methylene-interrupted double bonds and CL the chain length. As detailed
below, these three entities, plus Aw and Af, are estimated through a fitting procedure whose
implementation is the same as the quantitative MGE-MRI method given in (Benjamin Leporq
et al. 2014). Briefly in (Benjamin Leporq et al. 2014), ndb and nmidb are estimated separately,
through three subprocesses and using strong assumptions linking ndb, nmidb and CL. The three
subprocesses are 1) estimation of the proton density fat fraction (PDFF) and T2’, which are set
in the next subprocess; 2) estimation of ndb while linking nmidb and CL to ndb and 3) estimation
of nmidb while ndb and cL are linked to nmidb (Benjamin Leporq et al. 2014). In the last two
steps, the relations between ndb, nmidb and cL were: nmido = 0.093*ndb? and CL =
16.8+0.25* ndb as used by Bydder et al.(Bydder, Girard, and Hamilton 2011). The aim of
this implementation was to have a robust fitting procedure. Note that it is possible, in the
implementation, not to use any connection between ndb and nmidb.The other parameters,

especially T2, andT2,,, are set to assumed values.

When fitting in the time domain, the time samples used in the fitting procedure can be
defined. Considering this point, we tested the possibility of applying the fit on undersampled
data to come closer to what is performed in the quantitative MGE-MRI approaches. In these
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approaches, the sampling period is limited by echo spacing. Moreover, in the MGE-MRI
methods, a single T2* for all peaks is fitted and there is no T2 weighting of the first point
(expressed in equation 1 by exp(-TE/T2«)) because these methods are not subjected to the

echo time delay of localized MR spectroscopy such as in the PRESS sequence.

Consequently, four implementations were studied using the Mg _param approach [1]: 1)
with full sampling and without T2 correction (named Mg param_fullsampling), 2) with full
sampling and with individual T2 correction (named Mg param_fullsampling T2cor), 3) With
undersampling and without T2 correction (named MG _param_undersampling) and 4) with
undersampling and with T2 correction (named Mtc_param_undersampling T2cor). The undersampling
of the data was defined with t=n*te with te = 1/(2*(4.7-1.3)*Bo* /2m— and n=32, while for
full sampling te=1/BW with BW being the spectral bandwidth used in the acquisition. We also
studied the effect on TG parameter estimation of transversal decay correction. Without
correction, we considered a single T2* as a free parameter, i.e., all T2¢x and T2y were equal
and the TE weighting was not taken into account, that is to say that TE was set to 0. All these

versions were integrated in homemade software written in MATLAB.

Mpeak quantification approach

The second quantification approach (Mpeak) studied fits the lipid resonance peaks and
the lipid composition is deduced after quantification from the relations given in table 2.1. The
quantification approach is based on a Voigt fitting method (Ratiney et al. 2008), which is
close to the AMARES (Leentje Vanhamme, van den Boogaart, and Van Huffel 1997) method,
by fitting either pure Lorentzian lines, pure Gaussian lines or a mixture of the two (Voigt

lines). The model function used is described by:

9

£(b) = ei#0 Z ¢, €T B 2N it
k=1 [2]

where @0 is the zero-order phase, c, the amplitudes, «; the Lorentzian damping

factors, 3, the Gaussian damping factors and f, the frequency of the k' proton group.

The algorithm implementing Mpea(Ratiney et al. 2008) uses multiple random starting
values for the frequency and damping factor parameters to compute, using linear least
squares, the starting values of the amplitude and zero-order phase parameters as in AMARES.
Then a nonlinear least squares algorithm (trust-region reflective algorithm in MATLAB) is

employed to fit the global model function given in [2]. To take into account the T2 weighting
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on the peak amplitude, due to the localized MR spectroscopy sequence employed, the ¢,

parameters were multiplied by exp(TE/T2x), with estimated T2 .

LCModel (Version 6.3-0L, Stephen Provencher, Oakville, ON, Canada), with the
control parameter SPTYPE set to Lipid-8 (as described in the LCModel user’s manual) was
also used on experimental data (described below) only. For lipid signals, this quantification
method fits a flexible combination of Gaussian and Lorentzian line shapes to the lipid
resonances(Coum, Ouldamer, et al. 2016), but the exact model function used and the
implementation details are unknown. As a result, the analysis of the Monte Carlo in light of
the model function and implementation used, as performed for Mpeax and Mt _param

approaches, was not allowed.

2.2.2.2. Simulated data and Monte Carlo studies

To compare the different quantification approaches (the four implementations with
Mg param @and Mpeak), their statistical performance was assessed using simulated signals
through Monte Carlo studies. The two models were also compared within the Information
Theory framework (known as identifiability analysis), which will be referred to as the
theoretical results, with details and results given in the Appendix. The fatty acid composition
of human subcutaneous abdominal adipose tissue published by Garaulet et al.(Garaulet et al.
2006) was used as a reference in the simulated data. The targeted composition was set to 18%
PUFAindx, 54.6% MUFAindx and 27.4% SFAindx, corresponding to ndb™®?%'=2.7 and
nmidb'™%®t = 0.54, note that in this case nmidb/ndb? = 0.074 which was different from the
relationship assumed in the fitting. The PDFF was set to 97%, corresponding to Aw =1 and
Af = 37. Four sets of Monte Carlo simulations were performed using the ten-peak signal (nine
peaks for lipid and one peak for water) whose peak amplitudes are related to the fatty
composition (see table 2.1 and table 2.3 in the Appendix). For each Monte Carlo study, a gold
standard signal was designed with the target TG parameter variables and 100 Gaussian noise
realizations with zero mean and a variance determined according to the desired signal-to-
noise ratio (SNR) (varying from 60 to 300 in increments of 60) were randomly generated and
added. Since several effects or imperfections, such as Voigt line shape, different T2s, or phase
distortions are encountered in real acquisition, the gold standard signal was gradually
complicated in the Monte Carlo studies. In the first one, the simulated signal had a simplified
behavior. Indeed, all the T2k were assumed to be the same for all peaks resulting in a common
Lorentzian damping factor (a) for each peak, set to 1/T2* with T2* set to 22.4 ms and a null

Gaussian damping factor (). In the second set, the peak amplitudes were multiplied by exp(-
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TE/T2¢) with TE = 14 ms and T2x = 65 ms, and the signal was damped by a common
Lorentzian damping factor o (which equals 1/T2x), and a common Gaussian damping factor

1
4xlog(2)* T2+ T2'

at27.29Hz (T2'=22ms B = \/ ) and a zero-order phase set to 0. The third set

of Monte Carlo simulations was performed with the same definition of parameters except that
each peak had a different T2 (T2:=47.3 ms, T2> = 30.5 ms, T2, = 34.3 ms, T23 = 45.0 ms,
T2,=41.8ms, T25=35.8 ms, T26 = 29.0 ms, T27 = 83.0 ms, T2s = 54.7 ms, T2y = 300 ms).
For the fourth and last set, the same settings as for the third set were used, with a SNR similar
to the one encountered in vivo, i.e., 210. Additionally, phase distortions were introduced to
simulate the effect of eddy currents, as illustrated in figure 2.1. Finally, the absolute error
mapping of ndb and nmidb was computed using the same settings as used in the third set and by
varying the ndb'%t and nmidb™® values (from 0 to 6 for ndo and from 0 to 3 for nmidb). In the
following, the estimated TG parameters deduced from the Mpeak approach or fitted by the

Mrc_param approaches will be indicated with the superscript .

0.04

0.03

0.02

0.01 ¢

5.5 5 45 4 3.5 3 25 2 1.5 1 0.5
Chemical shift (ppm)

Figure 2.1 : Simulated adipose tissue lipid MR spectra used in the Monte Carlo studies, with
different degrees of baseline distortion, simulating the eddy current effect; SNR = 210. The

phase variation was simulated using the following exponential model: ¢;(t) = exp (— ﬁ),ri =
50+50+i '

ms for 0<t<100ms, with i=0...5, for the 6 spectra above.

2.2.2.3. In vitro and in vivo data

Eight edible oils were used for in vitro data. Their compositions were characterized by
gas chromatography (details in supplementary information) performed by Functionnal

Lipidomics platform of INSA and given as a pair of values (ndb, nmidb): avocado (2.58, 0.21),
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canola (3.35, 0.63), hazelnut (2.92, 0.23), walnut (4.35, 1.73), olive (2.60, 0.17), pistachio
(3.11, 0.59), grape-seed (3.89, 1.37) and sesame (3.17, 0.78). In vitro MRS signals were
acquired on a preclinical 4.7T BioSpec Bruker system, using a PRESS sequence with
TR = 5000 ms, TE = 14.1 ms, VOI of 4x4x4 mm?, one signal average and 4-kHz bandwidth,
4096 data points, without outer-volume saturation. The oil vials were 15 mm in diameter and
930 mm long. The 4x4x4-mm3 VOI was positioned in the center of the bottle. A large
bandwidth of the exciting pulse was used to reduce the effect of the chemical shift artifact
(5400 Hz for first pulse and 6840 Hz for the second and third pulses of the PRESS sequence).

Nine volunteers underwent a STEAM sequence, using respiratory triggering, on a
Philips Ingenia 3T system with the following parameters: TR = 3000 ms, multiple TE =
n*10+4 ms where n was an integer ranging from 1 to 6, TM = 16 ms, 20x20x20-mm? VOlI,
four signal averages, 2048-Hz bandwidth and 1024 data points. The single voxel was located
in the posterior left part of the abdominal subcutaneous adipose tissue at the level of the L4
vertebra. The MR spectrum was acquired twice in a row to perform a test and retest and to
measure the repeatability of the quantification approaches. No water suppression was used.
The phase of the signal of the first echo (TE1 = 14 ms) was corrected with the phase of the
second echo (TE2 = 24 ms), which was less impacted by eddy current effects. This correction
was considered possible because 1) the methylene (CH2n) amplitude peak was the single
preponderant component and 2) ATE=TE,-TE: was small compared to the lipid T2 and 1/J,
where the J scalar coupling constants were between 4 and 8 Hz for in vivo fatty acid spectrum.
The quantification methods were applied only on the spectrum of the first echo; the other

echoes were acquired to estimate the T2s of each resonance peak.

For in vitro and in vivo data, no T1 relaxation correction was required, because the T1
relaxation times were much shorter than TR(Brix et al. 1993). The SNR was calculated in the
time domain as the ratio between the absolute amplitude of the real part of the first point and

the standard deviation of the noise calculated with the 150 last points of the signal.

2.2.2.4. T2k estimation

For in vivo data, apparent T2« estimation was made in the frequency domain, for each
resonance, with a nonlinear least squares estimation of the monoexponential Sk(TE) =
SOk*exp(-TE/T2k), where Sk(TE) was the measured integrals of the k™ peak at TE (six echoes
varying regularly from 14 ms to 64 ms), SOk the amplitude at TE=0 and T2k the T2 of the k™
peak. This nonlinear regression was performed using the MATLAB Isqcurvefit function. The
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starting values that were used in the fitting were defined using the results of a linear fitting
with the equation log(Sk(TE)) = log(S0«k)*(-TE/T2x). For in vitro data, the T2x were set at
T21=40.8 ms, T2,=17.5 ms, T23=48.6 ms, T24=27.7 ms, T25=34.0 ms, T26=17.6 ms, T27;=49

ms, T2s=37.9 ms (Ramamonjisoa et al. 2013).
2.2.2.5.  Comparison of the quantification results

For the Monte Carlo studies, the quantification results were compared to the
theoretical parameter values used to generate the signal and biases, and the variabilities on the
TG parameter estimations were assessed and compared. For the oil acquisitions, the
quantification results were compared according to their concordance to the known oil
composition. For the SAT in vivo acquisitions, for each index or parameter of interest and
each subject, a percent difference was calculated as the ratio between the absolute difference
between the two estimations and the mean of these two estimations. The variability
percentage (Var) of the test-retest was then the average of these percent differences computed
on the nine subjects (n=9):

N |test;— retest;|
1=1 (test;+ retest;)/2

Var = %Z * 100%

where testi and retest; are the estimation and second estimation, respectively, of one of
the parameters of interest (ndb, nmidb, MUFAIndx, PUFAindx, SFAIindx). For each index or
parameter of interest, the average of the two estimations was then compared to the fatty acid
composition found in the literature(Garaulet et al. 2006; Hodson, Skeaff, and Fielding 2008;
Field, Angel, and Clandinin 1985).

In vivo spectra before and after eddy current correction and in vitro spectra were also
quantified with LCModel, for comparison with Mt _param quantification versions and Mpeak

quantification on the experimental data.
2.2.3. Results

2.2.3.1.  Visual fitting results vs quantitative results

Figure 2.2 shows the fitting results of two different methods (LCModel and Mpeak)
applied on the same in vivo spectrum. In both cases, the residual signal (i.e., the difference
between the fitted spectrum and the original spectrum) appears to be very small and similar,
but the quantitative results differ noticeably between the two methods (3.8% PUFAIndx, 43%
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MUFAIndx and 53.6% SFAindx with the Voigt model and 9.6% PUFAindx, 50% MUFAindx
and 40.5% SFAindx with LCModel), hence the need to quantify the methods to be studied in
terms of their statistical performance (bias and variance on the parameter estimation) and their

sources of instability or error.

Voigt model T g

0.25 7 7

02
0.15

0.1
0.05 8 8

19 m “ 19 456
22b 3 22b 3
0 AJ\YL TN M
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
Chemical shift (ppm) Chemical shift (ppm)

Figure 2.2: In vivo MRS was fitted with two models: Mpeak (Voigt model) on the left and
LCModel on the right. For both models, the fitted curve is represented by a red line. For the left
spectrum the original spectrum is represented with a blue line, the residual is a black line and
the absolute residual is a green line on the same window. For the right spectrum, the residual is
represented with a black line in a separate window just above the spectrum. Different peaks are
noted as well: 1, olefinic (-CH=CH-); 2 and 2b, glycerol (-CH2-O-CO-); 3, dyacil (-C=C-CH2-
C=C-); 4, a-carboxyl (-CO-CH2-CH2-); 5, a-olefinic (-CH2-CH=CH-CH2-); 6, p-carboxyl (-CO-
CH2-CH2-); 7, methylene (-CH2-); 8, methyl (-CH3). For this example, even if the residual is
very small the fatty acid compositions found with the two models are clearly different (3.8%
PUFA, 43% MUFA and 53.6% SFA with the Voigt model and 9.6% PUFA, 50% MUFA and
40.5% SFA with LCModel).

2.2.3.2. Results of the Monte Carlo studies

The results of the first Monte Carlo study, which mimicked in vivo acquisitions, were
consistent with the identifiability analysis given in the Appendix. The standard deviation (SD)
of the relative difference between the estimated value and the target value (which is
proportional to the percentage root mean square error) was compared with the theoretical
uncertainty (based on the Cramér Rao Lower Bounds computation) derived from
quantification approaches including subprocessing. Regarding ndb, the SD was 1.04% for the
MTG_param_fullsampling, 1.46% for Mtc_param_undersampling @nd 13.79% for the Mpeak. These values
were slightly higher than the uncertainties computed in the identifiability analysis (table 2.4 in
the Appendix) — 0.9% for the Mtc_param_fullsampling, 1.35% for the Mt param_undersampling and
4.89% for the Mpeak — but they showed the same trend. The same observation was made for

the SD Of nmidb: 2.51% fOI‘ the MTG_param_fuIIsampling, 4.51% fOI‘ the MTG_param_undersampling and
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21.45% for the Mpeak compared to the theoretical uncertainties of 1.61%, 2.45% and 18.98%,

respectively. We observed the same tendency for the other Monte Carlo simulations.

In the second Monte Carlo study (figure 2.3A, B), the results using the Mg param
showed the best results with the smallest variability but had a bias of —6.34 + 0.11% for ndb
(respectively, 42.05 + 0.35% for nmidb) for the undersampling and a bias of —20.28 + 0.08%
(respectively, —20.18 + 0.17% for nmidb) for the full sampling. The Mpeak quantification
provided the lowest biased estimations (bias of 0.72 £ 0.78% for ndb and —0.78 + 4.77% for
nmidb) but with higher variability. Here, as one can expect, when all peaks have the same T2
relaxation times, the introduction of T2 as a priori knowledge in the Mtc_param quantification
has no effect on the estimation. On the contrary, when the simulated data have different T2
values for each peak as in the third Monte Carlo study (figure 2.3C, D), the introduction of T2
a priori knowledge in the Mrg param approach reduces the absolute bias for both
undersampling and full sampling. In the last Monte Carlo study (figure 2.3E, F), the fitting
using the Mpeak approach was greatly influenced by the distortion of the baseline, unlike the
MtG_param. The estimation of nmidb was the most influenced, with a bias of up to 400%. When
all lipid peaks had different T2s, the Mtc param quantification with undersampling and T2
correction had the smallest variability but some biased estimated values. This bias could also
be influenced by the assumed relation between ndb and nmidb, here nmidb = 0.093*ndb? while
the ones used in the simulation are different. Besides the pair of values — ndb and nmidb —
which moved off this relation showed larger biases, especially for the estimation of nmidb (see
figure 2.4).
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Figure 2.3: Monte Carlo simulation results. The simulated signal was composed with
ndb®%t = 2.7 and nmidb®%t=0.54, and a PDFF of 97%. These parameters should model a
spectrum close to the in vivo spectrum. Bar plots showing the mean + SD of the difference as a
percentage between the estimated value (est) by different quantification methods and the target
value (target) of ndb (A,C,E) or nmidb (B,D,F). The results are obtained from 100 random
draws of noise added to simulated signals with the same T2 for each peak (A, B), with different
T2s for each peak (C, D) with a phase distortion (E, F).
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Figure 2.4: Absolute quantification errors on ndb and nmidb according to the FA composition
for the Mt _param_undersampling T2cor With undersampling and T2 correction. The black area has no
physical meaning (nmidb > ndb) and has not been evaluated. The error varies according to FA
composition. The part with nmidb varying from 0.30 to 0.80 and ndb varying from 1.90 to 2.80
correspond to the excepted in vivo values.

2.2.3.3. In vitro results

The mean SNR for in vitro data was 2062 (range, 1769-2360). In the particular case of
in vitro data, where the MR spectroscopic signal show high SNR and good spectral resolution
in the implementation of Mg _param , the constraint linkink ndb and nmidb has not been used as
the relationship ( nmidb = 0.093*ndb?) was not found for all oils in the results from gas
chromatography. In the present case, nmidb was freely fitted in the last step, which enabled to
improve the accuracy of Mtc param approach results. Figure 2.5 shows the oil quantification
results taking the composition characterized by gas chromatography as the gold standard
reference. For each quantification approach studied, estimated values correlated well with the
theoretical values (with a coefficient of determination r? close to 1). However, Mpeak

quantification slightly underestimated ndb and MTG_param_undersampling OVerestimated it. The
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MTG_param_undersampling_T2cor (With & priori knowledge on T2s included in the model) gave good
estimation of ndb, as well as LCModel. For nmido, Mpeak gave the best estimation,
MTG_param_undersampling_T2cor and LCModel slightly overestimated nmidb. In the range of expected
in vivo nmidb (0.30-1.0), LCModel and M+c_param_undersampling S€€med to give a good estimation

of the nmidb value.

ndb

linear regression
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Figure 2.5: Estimated values as a function of theoretical values for ndb (A) and nmidb (B) from
in vitro MRS acquired with a PRESS at 4.7T on eight vegetable oils (avocado, canola, hazelnut,
walnut, pistachio, grape-seed, sesame and olive). Black line represents the y=x relation. Mgeax-
Voigt (in blue), LCModel (in red), Mtc_param_undersampling (in green) and Mtc_param undersampling_T2cor
(undersampling with T2 correction, in purple) show a good correlation between estimated values
and theoretical values. LCModel estimated ndb values in closer agreement with the theoretical
values. VVoigt model gave the best estimation of nmidb but underestimated ndb values. LCModel
and Mg _param_undersampling_T2cor gave consistent values of ndb and nmidb.

2.2.3.4. In vivo results

The nine male volunteers, aged 26.1 + 6.3 years, had a BMI of 24.8 + 1.4 kg/m2. The
SNR of the MR spectra varied between 203 and 314. Of the 18 acquisitions (test and retest
acquisitions together) the mean and the standard deviation of T2¢ were the following: T2; =
47.3+3.0ms, T2, =305+£2.3ms, T2,p=34.3+24ms, T23=45.0+17.1ms, T24 =418+
4.6 ms, T25 =35.8+ 1.7 ms, T27 = 83.0 £ 2.4 ms, T2s=54.7 + 6.1 ms. T2¢ was not estimated
because the peak at 1.6 ppm was indistinguishable from the peak at 1.3 ppm. T2« values were
used in the M+c_param quantification to correct estimated amplitudes of the Mpeax and LCModel

quantification.
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For the in vivo results (table 2.2), the test-retest variability was the smallest for the
MTG_param_undersampling_T2cor. NOte that, in the implementation, the relationship linking ndb and
nmidb enabled the MTc_param_undersampling_T2cor fitting approach to reduce the test-retest
variability on in vivo spectra (22.3% vs 4.1% for nmidb estimation and 7.3% vs 2.0% for ndb
estimation). This model (using or not the ndb-nmidb connection) seemed to give values close
to the literature values taken as reference. LCModel showed good test-retest variability-
similar to the one obtained with Mtc_param_undersampling_T2cor and a ndb-nmidb connection in its
implementation but with different estimated parameter values.

Table 2.2: For in vivo measurements, test-retest variability was calculated. Mt param
undersampling with T2 correction seemed to have the best results with the least variability and
estimated values close to the theoretical values. * PUFAIndx, MUFAindx and SFAindx values

estimated using ndb and nmidb values. **in the original paper, the polyunsaturated index (PUI)
and unsaturated index (UIl) were used and corresponded to ndb = 9/2xUl and nmidb = 9/2xPUI

Test-retest variability

ey
R e

MTG_param_undersampling T2cor 2.0 % 4.1 % 4.1 % 0.9% 3.6%
M+TG_param_undersampling_T2cor

(without constraints on 7.3 % 22.3 % 22.3 % 8.7% 16.8 %
ndb - nmidb relationship)

Mpeak 125% 98.1 % 98.1 % 11.6 % 12.7 %
LCModel 2.7% 7.6 % 7.6 % 7.8 % 3.0%

Mean + SD estimated values

I L o )

MTG_param_undersampling_T2cor 252+0.23 0.60+£0.11 199+3.7* 443+0.5* 358+4.0*

MTG_param_undersampIing_T2cor

(without constraints on 2.92+0.26 0.65+0.15 21.6%+51* 542+85* 242+6.8*
ndb - nmidb relationship)

Mpeak 1.39+£0.29 0.01+0.02 03+0.5* 46.2+9.6* 53.5+9.6*
LCModel 1.58+0.17 035+0.04 11.6+1.3* 30.0+56* 584+55*

Values from the literature

Valisrom e
s onsoaraony [ —omas PO —JworR o —

(Garaulet et al. 2006) 2.81 0.63 18.0 54.6 27.4
(Hodson, Skeaff, and 2.60 0.50 16.5 54.0 29.5
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Fielding 2008)
(Field,  Angel, and
Clandinin 1985)

I (N G (R I

(Hamilton et al. 2017) 283+0.20 0.74+0.15 24.6* 54.1* 30.3*

2.76 0.45 144+27 575+31 26.0+3.0

(Machann et al. 2017) 2.67** 0.49** 27* 40* 33*

LCModel was applied on the spectrum at the first TE and the results were compared
with and without phase correction. The mean estimated values of ndb, nmido, PUFAIndX,
MUFAIindx and SFAiIndx were equivalent in both cases: the values without correction were
equal to 1.49 = 0.18, 0.39 = 0.08, 13.0 £ 2.6%, 23.6 + 9.5%, 63.4 = 7.5%, respectively,
compared to the values in table 2.2. However, the test-retest variability percentage was better
with the phase correction than without this correction: 2.0% vs 4.5% for ndb, 7.6% vs 15.2%
for nmidb, 7.6% vs 15.2% for PUFAIndx, 4.7% vs 12.5% for MUFAIndx and 4.0% vs 8.3% for
SFAindx.

2.2.4. Discussion

Lipid MRS is a simple and fast tool to analyze metabolic modification when
quantifying fatty acid: it could be advantageous in the follow-up of the lipid composition
modification in adipose tissues in weight gain or weight loss phases, in the evaluation of fat
surrounding a tumor or in inflammatory tissue(Coum, Ouldamer, et al. 2016; Dorez et al.
2017). However, the fatty composition modifications could be very small in comparison to
the measurement uncertainties related to the current methods. Moreover, as often encountered
in gquantitative MRI1 or MRS, validation of the quantification method taking into account the
reproducibility on different imaging systems from different manufacturers is a major problem.
This paper has demonstrated that, in the particular case of in vivo lipid signal analysis, the
Mrc_param @approach could be a solution to be considered for fatty acid composition assessment

as this fitting solution appears to be robust to in vivo conditions .

The Mrc_param quantification approach, where there is a linear relationship between the
estimated parameters and the proportion of fatty acid types to be determined, has been
qualified as a direct estimation method. With this approach, the relative error in the estimation
of fatty acid composition would be the same as that of the estimated parameter (e.g., nmidb
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with PUFAIndx) or the sum of parameter errors (e.g., MUFAIindx and SFAindx). In the Mpeax
approach, the fatty acid composition is determined by ratios of peak amplitudes(Zancanaro et
al. 1994; Ren et al. 2008; Strobel, Hoff, and Pietzsch 2008; Corbin et al. 2009), which is
qualified as an indirect determination. In this case, small errors on the estimation of two peak

amplitudes would increase errors and therefore result in greater variability of the results.

The variability of the results could be anticipated by experimental design, by studying
the properties of the model function employed (calculating the condition number of the
Jacobian matrix) as well as the theoretical uncertainties, as described in the Appendix. A too
large condition number expresses an ill-conditioned problem and the parameters to estimate
cannot be solely determined from the signal acquired, as for the Mpeak approach, which also
showed higher theoretical uncertainties than the Mtc_param approach. The same observations
were made in the Monte Carlo studies for the variability of the different approaches. The test-
retest variabilities obtained with the in vivo data also corroborate these assessments and allow
saying that Mrc param provides robust with small test-retest variability percentage estimates.
This small variability percentage is mainly due to the relationship linking ndb and nmidb with
a quadratic function which narrows the scope of the solutions while letting some latitude in
the fit results. If no constraints or relationship are imposed, ndb and nmidb are correlated and

higher variability is found. .

As a result, in the particular case of adipose tissue, in vivo MRS lipid quantification,
the model function simplification used in the Mtc param appears to be a key leverage point to

increase the precision of the result, at the expense of a possible bias.

Bias considerations

Reducing the number of parameters enabled us to decrease the variability of the results
but this might have induced a bias in estimating the fatty acid composition. We investigated
several sources of error and several implementations of Mrtc param that could bias the
estimations. With the Monte Carlo studies, biases on ndb and especially nmidb estimations
were observed because the relationship between ndb and nmidb assumed in the fitting algorithm
was not checked in the parameters used to simulate the signal. This mismatch was
implemented on purpose to underline the importance of the assumption linking ndb and nmidb
in the Mrc param approach, which participates in the robustness of the method but also
constitutes a limitation of the method. Biased estimations could also occur if lipid multi-peak
T2 weightings are simplified to a single lipid T2 in the fitting model. When different T2

weightings were used for the different lipid peaks involved in the TG parameter variables (as
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was case on in vivo data), their inclusion in the computation process appeared to be important
to avoid bias in estimating the fatty acid composition. For LCModel and Mpeak, the amplitudes
need correcting by the factor exp(TE/T2x) prior to estimating the fatty acid composition, as
emphasized earlier(Strobel, Hoff, and Pietzsch 2008; Ren et al. 2008). Of course, the
correction is unnecessary if the two resonance peaks used in the ndb or nmidb relation have the
same T2 relaxation time. For Mtc_param, the T2k correction needs to be included in the model
and T2xs need to be estimated before. Note that the contribution of glycerol (5.19 ppm) was
considered to be part of the olefinic contribution (5.29 ppm) because these two peaks were too
close to be distinguished. Therefore, we considered that the two peaks had the same T2
relaxation time. Considering that T2 weighting can bias the estimations of the fatty acid
composition, it could be advantageous to use an ultra-short echo time sequence(Gajdosik et
al. 2015). It should also be noted that the PUFAindx calculation, here made from nmidb, was
not an absolute quantification but a coherent index of polyunsaturation, in contrast to the
other types of fatty acid. Using this calculation, the maximum possible proportion of PUFA is
calculated. When the most frequently identified PUFA was di-unsaturated fatty acid, this
PUFAIndx calculation led to consistent results. On the other hand, it could be possible to
quantify the proportion of PUFA more precisely by calculating the proportion of ®-3
(Lundbom et al. 2009; Fallone, McKay, and Yahya 2018) and correcting the present

calculation.

In this case, the effect of T2 weighting will have to be considered. In this study, we
focused on the quantification of fatty acids where lipids were largely predominant (PDFF ~
95% in oil and in adipose tissue). In fat/water mixtures, Perterson et al. (Peterson, Svensson,
and Mansson 2014) showed that the most critical point to achieve a reduction of errors for the
quantitative imaging method was to correctly estimate the T2 of water and the 1.3-ppm peak.

This would also be true for the Mg _param approach.

In the case of fat liver quantification, Hamilton et al. (2009) showed that the fatty acid
quantification results depend on the *H MRS sequence used to collect data. Fat peak areas
normalized by the water peak were consistently greater on PRESS than on STEAM and the
relative amplitudes of the methyl and methylene peaks were found different in STEAM
compared to PRESS due to different apparent T2 correction. Note that these considerations
also depend on the quantification method used (in this case AMARES). Consequently,
Hamilton et al. (2017) used the STEAM sequence, with mixing time and echo time optimized

to minimize J-coupling effect, to estimate the adipose tissue fatty acid composition. In the
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present in vitro study, estimations of ndb and nmidb, corrected with T2 values, were close to
the theoretical values for all the fitting approaches, which suggests that fatty acid composition
can also be estimated using the PRESS sequence. It has also been demonstrated that PRESS
or STEAM can yield consistent fatty acid composition by using long echo time (~120 ms for
STEAM and ~180 ms for PRESS)(Fallone, McKay, and Yahya 2018). In this latter case, the
optimized echo time for each sequence has been experimentally defined at 3T to match high
resolution NMR measurements. The undersampling used in the Mg _param_undersampling Method
focused the analysis on the methylene peak time domain evolution. For this method, the
importance of taking into account the spectral pattern due to J-coupling modulation is less

critical.

The time domain quantification approach can go back and forth between the full
sampling (enabling the spectrum to be inspected after Fourier transform) and the constrained
sampling achieved in MGE-MRI. On simulated data with different T2s for each peak, it was
demonstrated that the Mtc_param USing a regular undersampling reduced bias. Undersampling
was also found to reduce bias 1) when the parameterized model function had pure Lorentzian
damping factors while the data to adjust had a Voigt line shape (i.e., a mixture of Gaussian
and Lorentzian damping factors) and 2) when the data presented phase distortions. Note that
undersampling was made possible in Mtc_param because the number of parameters to estimate
was reduced. The undersampling method used in this paper concentrated the least squares
minimization on data samples with a good SNR, as the frequency sampling was set on the
methylene peak frequency. Moreover, since it resulted in fewer data samples in the
minimization procedure, the estimates are less influenced by the mismatch of the

exponentially decaying envelop between the model and the original data.

Undersampling also reduces the processing time. For example, in this study, on the in
vivo spectrum the MTc_param_undersampling had @ processing time of around 10 s versus 25 s for
MTG_param_fulsampling @nd versus 80 s for our implementation of Mpeak. The time domain fitting
approach could also be useful in future investigations for irregular sampling of the
acquisition(Merhej et al. 2014; Karkouri et al. 2017).

Validating a quantification strategy is a difficult task. The methodology proposed to
study and validate different quantification strategies has limitations inherent to the use of
simulated/in vitro/in vivo data. Monte Carlo simulation analysis is always biased because the
model and variations studied are necessarily only an approximation and simplification of real-

life data. Nevertheless, Monte Carlo simulation analysis has the advantage of studying
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possible sources of error separating those leading to variability and increased uncertainties
from those resulting in systematic under- or overestimation (bias). The in vitro validation also
shows limitations for the validation of a quantification strategy that aimed to accurately fit in
vivo acquired data. Indeed, in vitro acquisitions show a different spectral pattern from in vivo
acquisitions due to different homogeneity field conditions. As a result, the line shape is
different from in vivo spectra and the resonating groups depict multiplets that are better
spectrally resolved. Nevertheless, this work shows that the standard MRS method (Mpeak and
LCmaodel) lead to valuable results on in vitro oil acquisitions. Validation of the in vivo results
is also a difficult task: a strict gold standard could be a countermeasure provided, for example,
by gas chromatography analysis (Ramamonjisoa et al. 2013). This technique should be
performed with selective analysis of major classes of lipids (triglyceride, phospholipid,
cholesterol) so that it can be easily compared to MRS measurements. However, this technique
requires biopsies, which can be unjustified from an ethical point of view when working, as
here, on human volunteers. Gas chromatography analysis would be feasible in the context of
future animal studies. To validate these results, we opted for a repeatability assessment (with
a test-retest approach) and for a likelihood assessment by comparing the estimated lipid
composition with Garaulet et al.(Garaulet et al. 2006), Hodson et al.(Hodson, Skeaff, and
Fielding 2008) and Field et al.(Field, Angel, and Clandinin 1985).

Quantification results obtained with LCModel software, widely used in the in vivo
MRS community (Coum, Ouldamer, et al. 2016; Coum, Noury, et al. 2016), were included.
The results obtained by LCModel seem to present good in vitro and in vivo properties, with
good repeatability, providing a seemingly plausible fatty acid composition. By looking at the
LCModel results and fits, it is most probable that the LCModel quantification strategy
employed regularization to handle small baseline variations (due to a possible eddy current
effect at short echo times or short first-order phases). In our view, this regularization should
have been done in a specific way, i.e., based on prior knowledge of the relative peak

amplitudes, but the exact implementation of this is unknown.

It should be noted that what matters most in the quantification process is the correct
(i.e., with the least variability and least bias) estimation of peak amplitude parameters.
However, a strong interdependence exists in the estimation of the peak amplitude parameter
and the estimation of the corresponding lineshape/damping parameters. The key question is
how to handle this interdependence while mathematically converging to a solution that has a

physical meaning. Moreover, the estimation should be repeatable, robust to some signal
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variation; would it be noise or small phase/baseline variation. The final estimates are expected
to be sufficiently sensitive to detect possible disease-related metabolic variations. When
adopting a model that is intended to fit the whole lipid spectrum pattern, the parameters are so
dependent on each other that the inverse problem to solve becomes increasingly ill-
conditioned. Two alternatives are then possible: a) either simplify the model, in other words
reduce the number of parameters to fit with sufficient and correct prior knowledge to alleviate
multicollinearity effects resulting from correlated parameters or b) find a regularization
strategy that can handle the ill-posed problem (as most probably performed by LCModel).
The ndb-nmidb quadratic link(Bydder, Girard, and Hamilton 2011), assumed in Mtc_param
might hide physiologically relevant information. As the result, the user is advised to carefully

question the constraints and prior knowledge used in the fitting procedure.

To conclude, a quantification approach inspired from quantitative MGE-MRI has been
compared to standard MRS method and shows interesting properties in terms of robustness
and test-retest variability, at the expense of a possible bias. This work contributes to
assembling the quantification approach used in quantitative MRI and the historical gold

standard spectroscopy.

2.2.5. APPENDIX

Theoretical comparison of the quantification approaches

Here, an approach based on Information Theory is used for theoretical comparison of
the Mtc_param and Mpeak approaches. For each model function, realistic parameter values were
used (described in table 2.4) to correspond to in vitro and in vivo conditions. The condition

number of the Jacobian matrix (cond-J), the correlation matrix and the parameter uncertainty

/ -1
%9 were computed (the relative CRLBs %9: ao*$, where 6 =

{ndb, nmidb or ¢y, c3,cg}, F~1 =R(JT.J))71; the inverse Fisher matrix and o, the standard
deviation of noise, and for PUFAiIndx, MUFAIindx and SFAindx the calculation is detailed in
Table Al).

The resonance frequenciesf;, relaxation times 72, and T2, were assumed to be fixed
and equal as if they had been previously estimated. TE was set to 0. For the Mg _param
quantification case, five parameters (Aw, Af, ndb, nmidb, T2*) were considered as estimated.
For the Mpeak quantification, 2*9 parameters (a,... ,Qq,Cq,...,Cq) Were considered as

estimated. To be sure that the two models described mathematically the same signal and to
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simplify the comparison, for the Mpeax quantification we used the following parameters: 0 =

0,ap = — (—le, +—T; ) = - —T;* B =0, ¢, = Af x ni(ndb,nmidb, CL) for k =
k
1 1 1
{1;--;8}; C9 = AW * nwater ,6‘{9 = - (TZ’ + TZW) = — T2+ .

The results on this theoretical model comparison are summarized in table 2.4. The
condition number of the Mpeax Were 10° times higher than the condition number of the
Mrc_param. AS expected, the uncertainties increased when the condition number was higher, so
the Mpeak had uncertainties higher than the Mtc_param. The segmented process of the Mtc_param
gave uncertainties lower than if we estimated all the parameters all at once (table 2.4). The
condition number of the Mrc param Was greatly influenced by the Af and Aw values without
impacting the uncertainty values of ndb and nmidb. It appeared that if we normalized the Af and
Aw values by the factor (1/( Af +Aw)), the condition number was lower, so we used this
correction for the results summarized in table 2.4. The correlation matrix of the Mpeax
indicated that a;, and c; were strongly correlated with a Pearson coefficient (r) of 0.71 for
each resonance. For the Mrtg param With no constraint on parameters ndb and nmidb, the
correlation matrix showed a strong correlation between ndb and nmidb (r = 0.80), and a
moderate correlation between Af and ndb (r = 0.62), Af and nmidb (r = 0.42), and Af and T2’
(r=0.41).

Table 2.3: Definition of PUFAindx, MUFAIndx and SFAindx calculations with parameters
estimated with the two models studied and their measurement uncertainty calculations.

Definition of PUFAiIndx, MUFAindx and SFAindx calculations with parameters estimated with the
two models studied and their measurement uncertainty calculations. For the MTG_param the
uncertainties of ndb and nmidb were given directly by the relative CRLBs; for the Mpeak
quantification they were calculated with the ratio of amplitude cy.
Calculations Measurement uncertainty calculations

ndb and nmidb calculations for the Mpeak with estimated parameters

1 c Ac Ac
ndb =—*(9* —1—1> Andb =_1+_8

2 Cg ndb 1 Cg

9 i A A
nmidb _2,. 8 Anmidb _ £+ Acg

2 g nmidb C3 Cg
PUFAindx, MUFAindx and SFAindx calculations for the two models
PUFAINdX | — 100 « nmidb APUFAindx _ Anmidb

PUFAindx nmidb
MUFAindx | = 100 (ndb — nmidb B nmidb AMUFAindx _ Andb + 2 x Anmidb
3 3 MUFAindx ndb — 2 x nmidb
. ndb — nmidb ASFAindx Andb + Anmidb
SFAindx =100 (1 - ———— =
3 SFAindx ndb — nmidb
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Table 2.4: Results of measurement uncertainty calculations of ndb, nmidb PUFAindx, MUFAindx and SFAindx with in vivo parameters correspond
to the expected fatty acid composition of human subcutaneous abdominal adipose tissue (18% PUFA, 54.6% MUFA and 27.4% SFA (23). The
condition number of J explodes for Mpeak. FOr Mg _param, undersampling reduces the condition number of J for “in vitro”. Uncertainties were good for
each model but increased when J was poorly conditioned.

Condition Anmidb . APUFAindx  AMUFAindx  ASFAindx
Spectrum Vector of parameters 0 Sampling | number of the 22%2inop | mmidb PUFAindx MUFAindx | SFAindx
) I % in % in % in %
Jacobian matrix
(Aw, Af,ndb,nmidb, T2") Full 91.58 0.99 6.54 6.54 6.02 7.40
(Aw, Af,ndb,nmidb, T2") Under 121.40 1.52 10.15 10.15 9.30 11.41
In vivo
(Aw, Af,ndb,nmidb, T2")
Aw=1.0*1E- . Full 33.00 0.90 1.61 1.61 2.57 3.92
6 with sub-process
’ (Aw, Af, ndb, nmidb, T2*)
Af=3.7*1E-5; ] Under 33.99 1.35 2.45 2.45 3.89 5.92
with sub-process
ndb = 2.7;
nmidb = 0.54: (aq, ... ,@g,Cq, e, Cg) Full 2.18E+03 3.85 14.90 14.90 16.34 21.94
A,y eee 09, C1y eeny Coy [1) o)
T2*=22.4ms (@1, 5, C1y s Co s o) Full 1.13E+04 4.89 18.98 18.98 20.80 27.91
SNR =210
(A1, e A9, C1y ey Coy By eoes Boy f1s oes fo)
o2 @0, C s O Bty s Bor S s o) | 1.22E+06 8.51 34.20 34.20 36.98 49.33
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Conclusion

Nous avons abordé au cours de ce chapitre la problématique liée a la quantification
lipidique a partir du signal de spectroscopie. Fondé sur les travaux de Mosconi et al. (2014)
qui ont montré que 1’estimation finale de la composition lipidique pouvait varier de facon
importante selon la méthode utilisée (AMARES, LCModel, QUEST ...), nous nous sommes
interrogés sur I’impact de la fonction modéle utilisée. Notamment, dans le cas de 1’étude du
spectre RMN des lipides, il est probable d’étre confronté a un probléme mal posé. Nous avons
montré dans ce chapitre que I’utilisation de modele de plus en plus complexe pour
I’estimation paramétrique de la composition lipidique n’était pas la meilleure solution. Cette
pratique est pourtant utilisee dans plusieurs articles (Lundbom et al. 2010; Hamilton et al.
2017), avec par exemple plusieurs pics de résonance utilisés pour décrire la résonance du
methyléne. Dans le cas des lipides, la fonction modéle peut étre adaptée a la nature de I’objet
é¢tudié comme ici les chaines de triglycérides. Ainsi, 1’utilisation d’une fonction mode¢le
simplifiée avec une implémentation spécifique qui permet de réduire le nombre de parametres
a estimer apparait, d’aprés nos résultats, étre une solution pertinente pour 1I’étude des spectres
in vivo. Cette méthode peut pourtant apparaitre contre-intuitive et déstabilisante pour la
communauté orienté spectroscopie RMN, car la méthode ne s’emploie pas a modéliser
parfaitement le signal acquis mais plutdt a trouver de fagon robuste les paramétres d’intérét.
Les estimations les plus communément réalisées jusqu’ici étaient fondées sur le calcul des
amplitudes des différentes résonances lipidiques, puis des rapports de ces amplitudes étaient
faits afin d’avoir la composition lipidique. Dans ce chapitre, nous avons donc montré que
I’utilisation d’un mode¢le simplifié — similaire & celui utilisé en IRM — constituait une solution
valable avec de faibles variabilités des résultats et suffisamment de sensibilité pour refléter
correctement la composition lipidique - mais avec comme conte-partie- un possible biais de

mesure qui dépend des a priori utilisés.

70 A. Nemeth — Mémoire de these |
Chapitre 2 : Estimation de la composition en acide gras a partir du signal de spectroscopie
C ese est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LY SEI089/these.pdf

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre 3

Etude clinique Poly-Nut
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L'étude POLY-NUT est promue par les hospices civils de Lyon. Le professeur Martine
LAVILLE, directrice du Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhone-Alpes en est
I'investigatrice principale et coordinatrice. Cette etude regroupe des scientifiques dans les
domaines du traitement du signal et de 1’imagerie, des médecins, des biologistes, des

pharmaciens, un biologiste-biostatisticien, des infirmiéres et une diététicienne.

Les polyphénols, déja utilisés comme additifs par [I'industrie alimentaire,
pharmaceutique et cosmétique, sont des molécules présentes a I'état naturel dans notre
alimentation comme dans les peaux de raisin. L'objectif principal de Poly-Nut est de
démontrer qu'en période de surnutrition, les sujets recevant des polyphénols sont ceux qui ont
la plus faible altération de leur sensibilité a I'insuline. Poly-Nut a pour objectif secondaire
I'étude des différents effecteurs des polyphénols modulant la sensibilité a I'insuline. Ainsi les
modifications de la composition corporelle (masse maigre, masse grasse, répartition et
composition de la masse grasse abdominale) figurent parmi les nombreux marqueurs
biologiques d’intérét. Selon des recherches antérieures, les polyphénols permettraient, entre
autres, de protéger le foie (Anhé et al. 2015) et le tissu musculaire de I'accumulation de

triglycérides en stimulant I'oxydation lipidique (Timmers et al. 2011).

Le protocole consiste & faire consommer a des hommes volontaires sains (critéres
figure 3.1) pendant un mois 50% des besoins énergétiques journaliers en supplément de leur
alimentation habituelle et sans activité physique supplémentaire (le régime se compose de
chips, sodas, pains au chocolat et barres chocolatées). De plus, chaque sujet a recu de maniere
randomisée, contrblée, en double aveugle soit des gélules placebo (2g de lactose), soit des
gélules de polyphénols (2g resvératrol extrait de raisin). Seul le biostatisticien de I'étude
connaissait initialement attribution des gélules qui a été dévoilée a la fin de I'é¢tude (juin
2017). L’étude est approuvée par le Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la
Recherche Biomédicale (CCPPRB) de Lyon et est en accord avec la déclaration d’Helsinki II
et la loi francaise Huriet-Serusclat. Ce protocole est enregistré sur le site clinicaltrials.gov
(NCT02145780).
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42 homme sains
18 a 55 ans
23 <IMC < 27 kg.m*

Maintenir leur mode de vie:

- Activité physique
- Alimentation habituelle
+

+50% des besoins énergétiques

31 jours

placebo
ou
polyphénols

3

Figure 3.1 : Schéma récapitulant les principaux critéres d'inclusion de I’étude Poly-Nut des
sujets ainsi que le protocole de surnutrition (figure extraite de la these de Kévin Seyssel 2015).

Aprés avoir développé dans le chapitre 2 une méthode de traitement du spectre RMN,
nous nous sommes concentrés sur la quantification des graisses par le biais de I’'IRM. Un
premier article uniquement fondé sur les données du groupe placebo a été accepté pour
publication dans le journal « Journal of Magnetic Resonance Imaging ». Le principal objectif
est d’évaluer la capacité de la méthode IRM a détecter des changements des parametres
quantitatifs (quantité de graisse dans le foie par la PDFF, volume et composition en acide gras
des tissus adipeux) en s’appuyant de contre mesure telle que la DEXA, SRM et la
chromatographie en phase gazeuse. Cet article constitue la premiére partie de ce chapitre. Une
fois la méthodologie développée et validée, dans la deuxiéme partie de ce chapitre, une

analyse des différences entre le groupe placebo et polyphénol est présentée.

3.1. Utilisation de la séquence multi-echo de
gradient pour la quantification du contenu
lipidique

Cette section reprend I’article intitulé “3D chemical shift-encoded MRI for volume
and composition quantification of abdominal adipose tissue during an overfeeding protocol in
healthy volunteers” accepté pour publication dans le journal “ Journal of Magnetic Resonance
Imaging ” avec la liste de co-auteurs suivante: Angeline Nemeth, Bérénice Segrestin,
Benjamin Leporg, Kevin Seyssel, Khuram Faraz, Valérie Sauvinet, Emmanuel Disse, Pierre-

Jean Valette, Martine Laville, Hélene Ratiney et Olivier Beuf.

A. Nemeth — Mémoire de these | 73
Chapitre 3 : Etude clinique Poly-nut
Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LY SEI089/these.pdf

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



3.1.1. Introduction

Obesity is a complex disease combining genetic factors still poorly identified and
environmental factors mainly related to diet and physical inactivity (Heymsfield and Wadden
2017). Overweight and obesity are major worldwide health issues increasing the risk to
develop pathologies such as diabetes, cardiovascular disease and Non Alcoholic Fatty Liver
Diseases (NAFLD). Although obesity is defined by a body mass index (BMI) greater than or
equal to 30 kg/m? for humans, distribution of adipose tissue is decisive in the assessment of
cardio-metabolic risk factors (Lee et al. 2018). People with abdominal fat accumulation have
commonly an altered metabolic profile (also called metabolic syndrome). The expansion of
visceral adipose tissue (VAT), leading to an increase in waist circumference, is associated
with a higher risk to develop insulin resistance and type 2 diabetes unlike the expansion of
subcutaneous adipose tissue (SAT) (Alligier, Gabert, et al. 2013). The BMI is not relevant to
predict these risks because no distinction is made between fat mass and lean mass. Dual-
energy X-ray absorptiometry (DEXA) allows measurement and distribution of body fat. To
be more accurate, some imaging modalities like Magnetic Resonance Imaging (MRI) and
computed tomography (CT) (Chowdhury et al. 1994) can assess independently the
distribution of SAT and VAT unlike DEXA. The major drawback of CT is the ionizing
radiation exposure of patients whereas MRI allows the measurement of fat volumes without
any known short- or long-term side effects. Over the last decades, various segmentation
methods of SAT and VAT volume have emerged based on various MRI acquisition such as
T1-weighted, T2-weighted or chemical-shift encoded imaging (CSE-MRI), each one with
advantages and disadvantages (H. H. Hu and Kan 2013). T1l-weighted and T2-weighted
image contrast varies with BO field strength which can be a problem in the reproducibility of
the results in multi-center studies. CSE-MRI can give an accurate estimate of proton density
fat fraction (PDFF) which is a biomarker (Reeder, Hu, and Sirlin 2012). Beyond volume
quantification, the lipid composition of these tissues could be a relevant biomarker (Petrus et
al. 2017).When analyzed by mass spectrometry (Jové et al. 2013), fatty acid composition
(FA) of AT has been associated with AT function (adipogenesis, differentiation, lipid
metabolism) with large differences between SAT and VAT, shedding light on the
pathophysiology of metabolic diseases(Hodson, Skeaff, and Fielding 2008; Jové et al.
2013).This analysis requires access to human tissue, and cannot be widely proposed.
Surrogate markers of lipid composition of AT are needed. Magnetic Resonance Spectroscopy

(MRS) is able to provide non-invasively the proportions of saturated (SFA), monounsaturated

74 A. Nemeth — Mémoire de these |
Chagltre 3 : Etude clinique Poly-nut
ette e est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LY EI089/these. pdf

©[A Nemeth] [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



(MUFA) or polyunsaturated (PUFA) fatty acids. Recent studies (Benjamin Leporq et al. 2014;
Peterson and Mansson 2013; Bydder, Girard, and Hamilton 2011) demonstrated the feasibility
of assessing the composition of fat based on multiple gradient echo imaging also named
chemical shift-encoded MRI (CSE-MRI). Studies focusing on liver diseases have extensively
compared the MRS and MRI methods for the quantification of the PDFF (Achmad et al. 2015;
Zand et al. 2015; Tyagi et al. 2015).

The aim of this work was to assess CSE-MRI method to detect content and
composition changes of fat storage in healthy volunteers during a 31 days overfeeding
protocol while comparing CSE-MRI results with DEXA, MRS and GC-MS measurements.

3.1.2. Materials and methods

3.1.2.1.  Overfeeding protocol

From February 2014 to December 2016, volunteers were recruited via notice boards
and electronic bulletins. To be eligible, participants had to be a man aged between 18 and 55
years with a BMI between 23.0 kg/m? and 27.0 kg/m? and a low physical activity. Volunteers
were excluded if they had personal medical history of type 1 or 2 diabetes. Written informed
consent was obtained from all the subjects. All men underwent 31 days of high-sucrose and
high-fat overfeeding by eating the equivalent of +50% of their daily energy requirements
while maintaining their eating and sport activity habits. This protocol was validated by an
ethics committee and was registered on the clinicaltrials.gov site (NCT02145780). Only

results from subjects with a placebo complement to their eating were reported in this paper.

3.1.2.2. Imaging and spectroscopy protocol

MRI

Subjects underwent two 3D spoiled-gradient multiple echo sequence on a 3T Ingenia
Philips system (Philips Healthcare, Best, the Netherlands): one before the overfeeding at day
0 (MRI1) and the second at day 31 (MRI2). 3D MRI acquisitions parameters were the
following: 8 echoes (n x 1.15 ms TE with n=1, ....8), 5° flip angle, 10.3 ms
TR, 384x420x 320 mm® FOV, 256 x 256 x 80 matrix size, 20.8s scan time. This
acquisition was made in breath-holding. The subjects were in supine position with both arms
aligned along the body. For signal reception, a 32-channel abdominal body-array coil was
used. The acquisition was performed on the abdominal region, encompassing L1 to L5 lumbar

vertebrae and the liver.

A. Nemeth — Mémoire de these | 75
Chapitre 3 : Etude clinique Poly-nut
Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LY SEI089/these.pdf

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



DEXA

Fat weight and lean weight were determined by dual-energy X-ray absorptiometry
(DEXA, Lunar Prodigy GE Medical Systems). Subjects underwent two whole-body DEXA
scanning: one before the overfeeding (or day Oand the other after the overfeeding (day 28 or
day 31). Fat weight of android region from DEXA was compared to CSE-MRI measurement.
The android region was the area between the ribs and the pelvis (top of the iliac crest)(Stults-

Kolehmainen et al. 2013) and was close to the defined region in MRI method.

Spectroscopy
Subjects underwent two STEAM sequences in a row for test-retest using respiratory

triggering with voxel placed in liver, VAT and SAT tissues (parameters in the caption of
figure 3.2). This protocol was performed at the baseline examination (MRS1) and repeated
after the overfeeding (MRS2).

Voxel location

in liver in SAT in VAT

0.2 0.2

0.15 0.15

0 X 20 0.1 0.1

0.05 0.05

0 0 0
7 6 5 4 3 2 10 7 6 5 4 3 2 10 7 6 5 4 3 2 10
Chemical shift (ppm) Chemical shift (ppm) Chemical shift (ppm)

Figure 3.2 : A STEAM sequence was acquired in liver, subcutaneous adipose tissue (SAT) and
visceral adipose tissue (VAT) using the following parameters: TR = 3000 ms, TE= 14 ms, TM=
10 ms, VOI of 20x20x20 mm3, no water suppression, 2048 Hz bandwidth, 1024 data points, 4
signal averages for VAT and SAT and 32 signal averages for the liver. For SAT and VAT,
further acquisitions were made with TE = [24, 34, 44, 54, 64] ms.

3.1.2.3.  FAanalysis by Gas Chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
The total FA compositions of the SAT samples were determined independently by

GC-MS. FAs profiles were obtained from the triacylglycerol (TAG) fraction which is

representative of the intracellular content of the SAT.
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Sample collect
A needle biopsy of abdominal SAT was performed 10cm from the umbilicus, under

local anesthesia (1% lidocaine, BD microlance 21G 12 inch,0.8*40mm needles), for 300mg
to 1g adipose tissue samples). Subsequent biopsy was taken contralaterally. Fat samples were

immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -70 °C.

Sample preparation

Approx. 50 mg cryogenically crushed sample were weighed exactly before proceeding
to the total lipid extraction using 6 mL of a mixture of chloroform/methanol (2:1, vol:vol)
according to the Folch method (Folch, Lees, and Sloane Stanley 1957). An internal standard
(TAG C17:0, glycerol triheptadecanoate), corresponding to 60ug of C17:0 /mg of tissue, was
added in order to quantify the FAs occurring from the TAG fraction. The TAG fraction was
then obtained from 1/40e of the total lipid extract by thin-layer chromatography on silica-gel
plates with a mobile phase of hexane: diethyl ether:acetic acid (80:20:1, vol:vol:vol) and was
submitted to direct methylation according to a modification of the technique described
elsewhere (Gabert et al. 2011).

GC-MS analysis
The amounts of FAs were measured by GC/EI-MS (EI: electron ionization) using a

quadrupole mass spectrometer (model MS 5975, Agilent Technologies, Massy, France)
connected to a gas chromatograph (model GC6890, Agilent Technologies) equipped with a
fused-silica column (SP2380, 60 m x 0.20 mm x 0.25 pum film thickness; Supelco). Injection
(1 pL) was performed in splitless mode at 240 °C. FAs were separated with the following
oven program: (a) 50 °C for 1 min; (b) increase at a rate of 20 °C.min"* to 175 °C and hold for
9.75 min; (c) increase at a rate of 2 °C.min-1 to 217 °C and hold at 217 °C for 1 min. Mass
spectra were obtained from the Total lon Chromatogram (TIC) over a mass range of m/z 35—
450.

Comparison with NMR methods

In order to obtain comparable results between the GC-MS and NMR methodologies,
the mean number of double bound (ndbgc) and the mean of methylene-interrupted double

bound (nmidbgc) by triglyceride chain were computed as:
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ndbg, = (anb X P, ij

nmidb,, = (Z nmidb, x p, ij (3.1)

Clge = ZCL‘ X p;

Where N was the number of the different type of FAs analyzed, ndbi number of double
bound of the i"" FA, nmidbi number of methylene-interrupted double bound of the i" FA, CLi

the number of carbon in FA chain and pithe relative proportion in percentage of the i FA.

3.1.2.4. MRS signal processing and analysis

For spectrum acquired in SAT, similarly to the eddy current correction performed
usually using the water phase signal, the time dependent phase variation of the signal of the
first echo (TE=14ms) was corrected with the time dependent phase of the second echo
(TE=24ms) which was less impacted by eddy current effects. This correction was possible
because 1) the methylene -CH2,- amplitude peak was the unique preponderant component,
and 2) ATE=TE,-TE; was small compared to the lipid T2 and 1/J (4 < J < 8Hz, for in vivo FA
spectral). This correction needs exactly the same frequency content in the two spectra. So it
was not applied to the spectra from the VAT tissue because of the presence of a low water
peak in some case. In this latter case, the signal is probably altered due to peristalsis of the
digestive tract from one echo to the other which could explain why the water peak
contribution varies from one echo to the other. The quantification method, described shortly
below and in (Nemeth et al. 2018), was applied only on the spectrum of the first echo; the
other echoes were acquired to estimate the T2xs, i.e the apparent T2 of each resonating lipid
component (ke[1,...,10]). T2« estimations were made in the frequency domain, for each
resonance, with a nonlinear least-square estimation of the mono-exponential Sk(TE) =
SOk*exp(-TE/T2x), where Sk(TE) was the measured integral of the k™" peak at TE (6 echoes
varying regularly from 14ms to 64ms by step of 10ms), SOk the amplitude at TE=0 and T2k the
T2 of the k" peak.

To quantify the PDFF in the liver, a Voigt (Ratiney et al. 2008) model with 2 peaks
was applied on the spectrum to estimate the amplitude of the water peak at 4.7ppm and the
main peak of fat at 1.3 ppm. The PDFF was then computed by PDFF=A#(Aw + As). The non-
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linear least square optimization of the Voigt model was applied on the 200 first points of the
FID (~100ms and omitting the first point).

The MRS results reported in the rest of the paper are the mean quantification values of

the two consecutive acquisitions.

3.1.25.  CSE-MRI processing and analysis

Automated Segmentation Method of SAT and VAT

Automatic segmentation was simultaneously performed exploiting the PDFF mapping
described in (Benjamin Leporq et al. 2013) as well as the first and second echo images (out of
phase and in phase respectively) to separate SAT from VAT. An operator determined the
slices corresponding to the upper of L2 and the lower of L4. A first reference slice chosen by
the user in the stack of images was segmented automatically. Manual correction can be done
it necessary. Thanks to 3D acquisition and low partial volume effect, the mask of a slice
(reference slice for the beginning) was used as a priori knowledge for the determination of
the next slice mask using the Lankton level set algorithm (Lankton and Tannenbaum 2008).
After segmentation, two binary masks were created one for SAT and the other for VAT and
multiplied to the PDFF map (PDFFsat and PDFFyvat map). Only pixels with a PDFF higher
than 55% were kept in order to remove vertebrae and intramuscular adipose tissue
contributions to VAT volume. In some regions of large static field inhomogeneity, at the level
of iliac crests, fat/water swaps led to erroneous PDFF contribution in particular in SAT. In

this case, a manual correction was made.

SAT, VAT and TAT volumes

The SAT and VAT masks were binary images. The total abdominal adipose tissue
(TAT) was calculated by adding the SAT and VAT masks. Adipose tissue volumes were
calculated by counting all pixels in the mask of SAT (or VAT or TAT) considering that each
pixel represented 100% of fat and multiplying by the elementary volume (voxel of 9.84 103
cm?®). The total abdominal adipose tissue (TAT) volume delimited by the L2 and L4 vertebrae
was converted into mass using the assumed an average density of 0.92 g/cm?® (Snyder et al.
1975) and compared to the DEXA measurement on android region. The total fat content in
android region considering the PDFF of the tissues (adipose tissues, muscles and vertebrae)
was also analyzed and computed as the sum of each element of the matrix defined by
(PDFFsat+PDFFvat) * 9.84 10 cm?® * 0.92g/cm?.
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Fat content in the liver

The region of interest (ROI) in the liver was manually defined on a unique slice on
which the right hepatic portal vein appeared the largest in axial plane. The mean value of
PDFF in this ROl was computed. To compare CSE-MRI and MRS measurements, the mean
PDFF value was computed in an ROI corresponding to the MRS voxel size and labeled
“localized CSE-MRI measurement”. This ROI was located automatically on the CSE-MRI
data using MRS voxel coordinates. MRI was acquired in breath-holding whereas MRS was in
free breathing. This difference led to localization errors of ROl on CSE-MRI. Thus, a manual

ROI repositioning was visually performed in the liver.

3.1.2.6.  Calculation of FA composition (CSE-MRI and MRS)

To avoid any difference linked to data processing, the FA quantification method used
the same model function and implementation for CSE-MRI (Benjamin Leporq et al. 2014)
and MRS (Nemeth et al. 2018). Indeed, in this previous publication (Nemeth et al. 2018), it
has been shown that, despite different J-evolutions between STEAM sequence and 3D CSE-
MRI, the model used in CSE-MRI can be used for MRS data analysis and lead to consistent
results. FA composition was determined by a fitting procedure applied in the time domain on
specific points defined by the methylene chemical shift: t = t=n*te with te = /((4.7-1.3)*Bo*y)
= 1.15 ms and n=I,...,32 for MRS processing and n=1, ...,8 for CSE-MRI. The model

function used was defined as:

~(TE+t) 8 ~{TE+) -t
f(t) =real| | Awxn,,, xe T2 +Af x )| n, (ndb,nmidb, CL) xe**** xe T2 ﬂxeT2 (3.2)
k=1

where Aw and Af represent the numbers of water and triglycerides molecules
respectively, nk(ndb, CL, nmidb) the number of protons in the fat spectrum component k in
terms of ndb, CL and nmidb (Table 3.1) the frequency shift between water and each fat
spectrum component K, nwater the number of protons in a water molecule, T2« the transverse
relaxation of the k' peak, T2y the transverse relaxation of the water peak, and the T2’ the
global relaxation time decay induced by BO dispersion. For MRS processing, the T2x-values
were estimated before the fitting and T2’ was estimated during the processing (TE = 14 ms).
For CSE-MRI processing, the global apparent T2* (1/T2*=1/T2+1/T2’) value was computed
(TE = 0 ms). FA composition was derived from ndb and nmidb with the following relations
(Peterson and Mansson 2013):
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nmidb
—X

PUFA , = 100

db— 2 nmidb
(ndb—2xnmidb) , (3.3)

MUFAndx =
SFAndx =100—- PUFAndx - MUFAndX

PUFAinx is the relative proportion of polyunsaturated FA, MUFAindx the relative

proportion of mono-unsaturated FA and SFAinax the relative proportion of saturated FA.

Parameters conditioning the fat spectrum model used

Component Afy Chemical ]
Type ) nk(ndb,nmidb,CL)
k (Hz) shift (ppm)
Olefinic 5.29 2 x ndb
1 -74.9
+ Glycerol 5.19 +1
water - 0 4.70 Nwater = 2
2 Glycerol 63.5 4.20 4
3 Dyacil 247.7 2.75 2 x nmidb
4 a-carboxyl | 312.4 2.24 6
5 a-olefinic 340.4 2.02 4 x (ndb-nmidb)
6 B-carboxyl | 393.7 1.60 6
7 Methylene | 431.8 1.30 6x(CL-4)-8 x ndb + 2 x nmidb
8 Methyl 482.6 0.90 9

Table 3.1: Parameters conditioning the fat spectrum model used. Afy, frequency shift between
water and each fat resonance.

The CSE-MRI measurement of PUFAinix (respectively MUFAingx and SFAindx) was
calculated on whole-segmented volume of SAT (respectively VAT). To see the influence of
the inhomogeneity of the BO field, another calculation was also computed excluding pixels at

the boundary between air/water or fat interface and pixels with an estimation of T2* under 10

ms (figure 3.3).
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Subcutaneous Visceral
adipose tissue adipose tissue

Initial segmentation
displayed
on PDFF map

\

Excluding boundary
pixels (in blue)

\

Excluding pixels
with T2*<10ms
(in blue)

Final masks merged
**************** with ndb and nmidb
maps

ndb map

nmidb map

Figure 3.3: Procedure of pixel exclusion after the initial segmentation to compute the mean ndb
(number of double bonds) and nmidb (number of methylene-interrupted double bonds). Pictures
in grey scale are displaying the subcutaneous and visceral adipose tissue masks merged with the
PDFF maps. Pictures in color scale are displaying the subcutaneous and visceral adipose tissue
masks merged with the ndb and nmidb maps.

3.1.2.7.  Statistical Analysis

Anthropometric measurements are expressed as mean + SEM. Pearson’s correlation
coefficient and Bland Altman plot were used to compare reference measurements (DEXA or
MRS) and CSE-MRI measurements. Coefficient of variation (CV) was computed to analyze
the variability of the measurements. Paired t-tests were performed to compare data from
MRI1 (or MRS1) and MRI2 (or MRS2) for each quantified parameters (PDFF in the liver,

volume and FA composition of AT). The normality of each data distribution was tested using
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the Shapiro-Wilk test. In the case of non-normal distribution, a paired sample Wilcoxon rank
test (non-parametric test) was performed in addition to the t-test. P-value <0.05 was
considered as significant. Statistical analyses were made with the software OriginPro 8.5.1
SR2 (OriginLab Corporation, Northampton, England).

3.1.3. Results

3.1.3.1.  Subjects

Baseline characteristics of 21 non-obese healthy male volunteers are summarized on
table 3.2. An MRI examination after overfeeding could not be performed for one subject and

the MRS acquisitions from another subject before overfeeding were missing.

Table 3.2: Measurements of the cohort before and after overfeeding. Data are expressed as mean
SEM. * indicate significant difference due to overfeeding paired t-test ***p<0.001. SAT:
abdominal subcutaneous adipose tissue from L2 to L4; VAT: visceral adipose tissue from L2 to
L4; TAT: total abdominal adipose tissue (SAT+VAT); PDFF: proton density fat fraction; FA:
fatty acid; ndb, number of double bonds; nmidb, number of methylene-interrupted double
bonds.

After the
Baseline overfeeding Differences
intervention

Age 33+2
Body weight(kg) 79.6 + 1.6 824+16 2.6x0.3***(n=21)
Body Mass index 554 0.3 260+0.3 0.8+ 0.1%%* (n=21)
(kg/m°)

DExa  laumassofwhole oo, 4, 212+11 16+ 115 (n=21)
body (kg)
fat mass of android

. 1.85+0.13 2.07 £0.57 0.19 £0.04** (n = 20, p=0.001)

region (kg)

CSE-MRI  SAT volume (cm®) 1104 +74 1191+79 91 £+ 22*** (n=20)
VAT volume (cm®) 922 + 104 1070 £ 116 129 + 31*** (n=20)
TAT volume (cm®) 2027 + 745 2261 £ 765 219 £ 41*** (n=20)
VAT/SAT 0.83+0.08 0.91+£0.09 0,06 +0,03* (n=20, p=0.020)
liver PDFF 2.70£0.54 4.05+0.87 1.35%0.39** (n=20, p=0.003)
localized liver 4 73+ 0.34 3.38 + 0.77 1.66 + 0.53** (n=19, p=0.006)
PDFF
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FA composition of ndb =2.43 + 0.04 2.43 + 0.03 0.00 £+ 0.01 (n=19, p=0.812)
SAT nmidb =0.56 £0.02 0.55 £ 0.01 0.00 + 0.01 (n=19, p=0.612)
FA composition of ndb =2.20 + 0.03 2.19 + 0.03 -0.01 = 0.02 (n=19, p=0.512)
VAT nmidb =0.46 £0.02 0.44 £ 0.01 -0.03 + 0.01* (n=19, p=0.013)
MRS liver PDFF 1.20+ 0.23 3.02+ 0.31 1.74 £0.48** (n=20, p=0.002)
FA composition of ndb=2.48 + 0.06 2.45 + 0.07 -0.05+ 0.05 (n=20, p=0.381)
SAT nmidb =0.58 + 0.03 0.57 £ 0.03 -0.02 + 0.03 (n=20, p=0.417)
FA composition of ndb =1.90+0.16 2.04 + 0.11 0.19 £0.17 (n=15, p=0.290)
VAT nmidb =0.37£0.06 0.41+0.04 0.06 +0.06 (n=15, p=0.395)

3.1.3.2. Volumes

MRI vs DEXA before intervention
On a total of 21 subjects, 18 underwent DEXA scanning on the same device (DEXA,

Lunar Prodigy GE Medical Systems) and three on a different one (Discovery A, Hologic,
Bedford, MA, USA). Only data from the first 18 subjects were used for the comparison. An
excellent correlation between CSE-MRI measurement of TAT and DEXA measurement of
android region (r = 0.98, p < 0.001) was found with a constant lower value of MRI-based
estimate (bias of -120g, Bland-Altman plot figure 3.4). This bias represented 6% in average of
the android region mass. The total fat content measured by CSE-MRI considering PDFF of
tissues was also highly correlated to DEXA measurement of android region (r = 0.94,
p < 0.001, bias of +96g).

1000 -1000F

MRI vs DEXA
_ ) i}
3500 fy=1.00x-124 i = 1500 RPC: 270 (17%)
r2=096 g CV:7.4%
3000 ISSE=320000 S 1000F
R n=18 5
C) @
€ 2500} £ 500f
2 <
E E ............... R L CE LR EL LR CEL LI EREEEECREELE 140 (+1 _QSSD)
= 2000 a 0or : .
8 , —— -120 [p=0.00]
g T P PR . R, -390 (-1.96SD
— 1500} 2 -500f ( )
x )
= 5
(2]
(]
(O]
£
o
=

500 . . . . . ; 00 . . . . . .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
DEXA measurement (g) Mean DEXA measurement & MRI measurement (g)

Figure 3.4: The total abdominal adipose tissue (TAT) volume delimited by the lumbar vertebrae
L2 and L4 was calculated using CSE-MRI. This volume was converted into mass using the
assumed density of 0.92 g/cm3 and compared to the DEXA measurement on android region. The
dotted line in the left part of this graph represents the identity line.
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After the overfeeding intervention

The subjects gained 2.5 £ 0.3kg, with a 1.6 = 1.1kg fat mass gain measured by DEXA
(table 3.2). SAT, VAT and TAT volumes quantified using CSE-MRI sequence significantly
increased between the two examinations (+91 cm?®, p<0.001; +129 cm?, p<0.001; +219 cm?,
p<0.001 respectively). A significant increase in fat mass measured by DEXA in android
region was also observed (+191 g, p=0.001) and was correlated to the CSE-MRI
measurements of TAT (r=0.80, p<0.001, n=16). The ratio VAT/SAT also significantly

increased after overfeeding (+4, p=0.020).

3.1.3.3. Fat content in the liver

Hepatic fat content is low in healthy subjects and difficult to detect. In some MRS
measurements, fat content could not be detected: 2/20 at the baseline (MRS1). Over the total
of 21 subjects at baseline, one subject presented an abnormal level of PDFF in the liver
(PDFF>10%) based on CSE-MRI measurements (figure 3.5a). Surprisingly, its corresponding
MRS measurement indicated a normal level of PDFF (PDFF=3.33%). This subject had a non-
homogeneous (figure 3.6) fat content in the liver and the MRS measurement was made in a

low-fat region of the liver.

a) b) Figure 3.5: Dots represent the value of the
- 8 proton density fat fraction (PDFF) in the
20 . x =8 liver for each subject and are represented in
< 15 = a boxplot beside dots. Figures a) and b)
£ o - = 4 show CSE-MRI measurements. Figures c)
L W 2 . |£| and d) show MRS measurements. In figures
g S .&‘é R & gluer O a) and c) data before overfeeding (MRI1
0"~ ‘ P and MRS1) are in pink color and data after
MRI1 MRI2 MRIZ - MRI1 the overfeeding (MRI2 and MRS2) in blue.
c) d) In figures b) _and_ d) the d_ifference betvx_/een
20 ] the two examinations was illustrated. Paired
= t-test was performed between MRI1 and
<15 i = 6 MRI2 for the PDFF in the liver. Significant
£ 10 i difference between the two examinations
w 5 . e S 2 e }_-_[_‘ was shown by Paired t-test (** p-value <
Q 0 SN ES N ) IALTPLIAN 0.01) and Wilcoxon rank test (p<0.001), n =
5 2 20, . The PDFF increased significantly (+
MRS1  MRS2 MRS2 - MRS 135, p = 0002 for CSE-MRI
measurements; + 1.74, p = 0.002 for MRS
measurements).
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TE=1.15ms TE=2.30 ms PDFF map (%)
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(out-of-phase) (in-phase)
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PDFF in the liver
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of PDFF in the liver

Figure 3.6: Two examples of exams with different PDFF distribution in the liver. 3D MRI
acquisition parameters were the following : 8 echoes (n x 1.15 ms TE with n=1, ...,8), 5° flip
angle, 10.3 ms TR, 384 x 420 x 320 mm3 FOV, 256 x 256 x 80 matrix size, 20.8 s scan time. This
acquisition was made in breath-holding. The first (out of phase) and second (in-phase) echoes as
well as the PDFF map are displayed.

Liver PDEF: MRI vs MRS

At baseline, the correlation between localized CSE-MRI and MRS measurements was
poor (r?2 = 0.50, y = 1.02x + 0.57). In Addition, the localized CSE-MRI gave larger PDFF-
values (+0.60 percentage points). After the overfeeding, the correlation was improved (r2 =
0.80, y = 1.04x + 0.42) with still a larger value of CSE-MRI PDFF measurements (+0.55
percentage points). Interestingly, even if the CSE-MRI seemed to give larger PDFF-values in
the case of low-fat content, variations of PDFF between the two examinations measured by
MRS or CSE-MRI were found to be very close (r2 = 0.77, y = 0.92x + 0.09). Moreover, the
bias between these two measurements was small (larger value of localized CSE-MRI +0.05
percentage points, Bland-Altman figure 3.7). The figure 3.7 shows an outlier point with a
AMRS (MRS2-MRS1) PDFF value at 3.37 and a AMRI (MRI2-MRI1) PDFF value at 0.39.
We must notify that the two subsequent MRS2 acquisitions of the subject gave significantly
(p < 0.001) different results: 6.32% at the first acquisition and 2.46% at the second
acquisition. If we excluded this first acquisition and kept only the second, the MRS2-MRS1
value would be consistent with other points (r2 = 0.85, y = 0.98x + 0.08, bias of 0.05).
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Figure 3.7: The Bland-Altman left part of this graph shows a good correlation between AMRI
(localized MRI2-MRI1 measurement) and AMRS (MRS2-MRS1 measurement). The Pearson’s
coefficient was r = 0.88, p < 0.001. The Bland-Altman in the right part of the graph shows with a
little bias of 0.05. The Pearson’s coefficient was r = 0.88, p < 0.001.

Liver PDFF: after the overfeeding intervention

MRS measurements indicated that the PDFF in liver increased significantly (+1.74,
paired t-test p = 0.002) between the two examinations. Similarly, for CSE-MRI
measurements, the PDFF in liver increased significantly (+1.35, paired t-test p = 0.002). As
shown in the figure 3.5a and 3.5c, data had a non-normal distribution (Shapiro-Wilk test
p <0.001 for MRS1; p < 0.001 for MRS2; p < 0.001 for MRI1; p < 0.001 for MRI2) and a
non-parametric test (paired sample Wilcoxon rank test) was performed (same observation:
positive difference for MRS2-MRS1 p < 0.001 and positive difference for MRI2-MRI1
p < 0.001).

3.1.3.4.  FA composition of VAT and SAT

Some VAT spectra were not analyzed due to poor quality of spectra (low SNR or high
inhomogeneity of BO field) and were removed from the analyses: 4/20 at baseline and 3/21
after overfeeding. The CSE-MRI data of one subject could not be processed to estimate the

FA composition.

FA composition: variabilities

For CSE-MRI measurement at the first examination, the intra-subject variability was
high with a larger heterogeneity of nmidb values in VAT (mean CV of: ndb 28%, nmidb 73%,
n = 20) than in SAT (mean CV of: ndb 23%, nmidb 55%). A second calculation was

performed excluding pixels at the boundaries of the mask and pixels with an estimation of
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T2* under 10 ms and permitted to reduce the intra-subject variability (mean CV of ndb 22%,
nmidb 52% n = 20 for VAT and ndb 16%, nmidb 33% n = 20 for SAT). The mean percentage
of pixels at the boundaries of the mask was 27% for SAT and 39% for VAT. 17% pixels of
SAT and 24% pixels of VAT had an estimated T2* under 10 ms. The mean CV of MRS
measurement was lower in SAT (ndb 3%, nmidb 5%, n = 20) than in VAT (ndb 11%, nmidb
21%, n = 16).

FA composition: comparison MRS and CSE-MRI (whole volume)

MRS and whole-volume CSE-MRI FA composition estimations were correlated
(SAT: r=0.82, p <0.001 for ndb and r = 0.84, p < 0.001 for nmidb, n = 19) with a low bias
(0.06 95 % CI [-0.32 0.43] for ndb and 0.02 95% CI [-0.15 0.20] for nmidb). It was however
difficult to compare these two methods without considering the high spatial variability (intra-
subject variability) of CSE-MRI measurements. As illustrated in figure 3.8, the MRS value
was included in the range defined by the mean + one standard deviation of CSE-MRI

measurements for each subject.

2 _ ey b)1o- LR
T P

Figure 3.8: For each subject (n = 21, baseline examination, abdominal subcutaneous adipose
tissue), the mean value of ndb (a) and nmidb (b) is in red color for CSE-MRI measurement and
in black for MRS measurement. The error bars represent the standard deviation in the whole
volume studied for CSE-MRI measurements and the mean deviation between the MRS test-
retest measurements. The CSE-MRI measurements of subject ‘1’ were missing. The MRS
measurements of subject ‘20’ were missing.

FA composition: SAT and VAT
Regarding CSE-MRI results from the whole segmented volume (L2 to L4) versus the

localized-MRS results, the comparison of FA composition of SAT and VAT appeared to be
substantially equivalent in average for ndb and nmidb measurements (CSE-MRI SAT vs
VAT: ndb = 2.43 £ 0.16 vs 2.20 + 0.15 p < 0.001, nmidb = 0.56 + 0.07 vs 0.46 + 0.07 p <
0.001; MRS: ndb = 2.48 + 0.29 vs 1.90 + 0.63 p = 0.001, nmidb = 0.58 + 0.14 vs 0.37 + 0.22
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p = 0.001) and for PUFAinax/MUFAinix/SFAindx measurements (Figure 3.9). In both cases,
paired t-tests showed significant difference between SAT and VAT FA composition (p <
0.001 for CSE-MRI measurements and p < 0.01 for MRS measurements). The inter-subject

variability was higher in localized-MRS measurements than in the CSE-MRI measurements.

a) MRS measurements b) MRI measurements
— 1 **%* ) 1 **%k*

= 60- ] £ 60

= 50 ‘E 50+
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VAT Fatty acids VAT Fatty acids

Figure 3.9: Bars represent the mean value of PUFAindx (resp. MUFAindx and SFAindx) and
error bars represent the standard deviation (inter-subject variability) for the tissue VAT
(visceral adipose tissue) and SAT (abdominal subcutaneous adipose tissue) measured a) by MRS
and b) by CSE-MRI method. Paired t-tests were performed between values from SAT against
values from VAT for PUFAindx, MUFAindx and SFAindx measurements. *** p < 0.001, ** p
<0.01.

FA composition: change between the two examinations

The same trend for the variations of all the FA composition parameters was observed
based on both CSE-MRI and MRS measurements for VAT (figure 3.10). The low inter-
subject variability of CSE-MRI measurement permitted to detect significant variation of
adipose tissue composition whereas MRS measurement did not (VAT MUFA + 1.22

percentage points (p < 0.001) for CSE-MRI, + 0.96 percentage points (p = 0.318) for MRS).
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Figure 3.10: Dots represent the difference between the baseline measurement and after the
overfeeding. The inter-subject of MRS measurement was higher than CSE-MRI measurement.
Paired t-tests  were performed between the two  examinations (SAT:
PUFAiIndx/MUFAindx/SFAindx - 0.12 (p = 0.356)/0.34 (p = 0.001)/-0.23 (p = 0.356) n = 19 for
CSE-MRI and -0.94 (p = 0.416)/-0.20 (p = 0.314)/ 1.15 (p = 0.354) n = 18 for MRS; VAT: -0.84 (p
= 0.012)/1.22 (p < 0.001)/-0.38 (p = 0.349) n = 19 for CSE-MRI and -0.38 (p = 0.604)/0.96 (p =
0.318)/-0.58 (p = 0.443) n = 13 for MRS).

FA composition: GC-MS analysis

Thirteen samples of SAT were analyzed using gas chromatography (7 before and 6
after the overfeeding intervention). Results were expressed as molar percentage and are

presented in table 3.3. Measurements by GC-MS were considered as reference.

Fatty acid Mean SD Table 3.3: Molar percentage of the
different  fatty acid of human
SFA (%)  Cl2 0.80 0.17 subcutaneous adipose tissue determined
by gas chromatography (n = 13).
Cl4 4.99 0.48 PUFAindx, MUFAindx and SFAindx
C15 0.47 0.03 were computed using ndbGC and
nmidbGC.
C16 27.40 1.31
C18 4.32 0.63
C20 0.12 0.02
MUFA Cl4:1 0.49 0.12
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(%) C16:1 446 114
C18:1n%t 0.47 0.08
C18:1n9c 4215 13
C18:1n7 1.75 0.09
C20:1 0.45 0.03
PUFA (%) C18:2n6c 11.09 232
C20:2 0.15 0.01
C18:3n3 0.68 0.18
C20:4n6 0.20 0.05
PUFA (%) 1212 244
MUFA (%) 4978 2.27
SFA (%) 38.10 198
ndbec 2.25 0.12
nmidbcc 0.40 0.08
CLcc 17.10  0.06
PUFAindx (%0) 1321 257
MUFAindx (%0) 48.69 2.37
SFAindx (%) 38.10 198

Good correlations were found between GC-MS and CSE-MRI measurements (for ndb:
r=0.84, y =0.76x + 0.40, p = 0.001; for nmidb: r = 0.66, y = 0.88x — 0.09, p = 0.020).
However CSE-MRI measurements overestimated ndb (Bland-Altman bias = 0.17 percentage
points, 95% CI [0.01;0.34]) and nmidb (Bland-Altman bias=0.16 percentage points, 95% CI
[0.04;0.27]). Better correlations were found between GC-MS and MRS measurements (for
ndb: r = 0.83, y = 0.31x + 1.47, p < 0.001; for nmidb: r = 0.74, y = 0.36x + 0.19, p = 0.006)
however the bias was larger. MRS measurements overestimated ndb (bias = 0.24 percentage
points, 95% CI [-0.22;0.70], Bland-Altman) and nmidb (bias = 0.19 percentage points, 95%
CI[- 0.04;0.42], Bland-Altman).

3.1.4. Discussion

Consistent with the literature (Silver et al. 2013), we found that CSE-MRI-based fat

mass measurements of android region is strongly correlated with DEXA measurements.
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However, a small bias was observed with slight underestimation of TAT volume with CSE-
MRI measurements. The DEXA measurement is a 2D measurement and does not permit to
distinguish VAT, SAT and other ectopic fat like bone marrow and intramuscular adipose
tissue. The automated segmentation processing based on CSE-MRI images enabled to
separate VAT from SAT. Thus, muscles and bone marrow were excluded from VAT mask by
a threshold empirically defined at 55% using the PDFF mapping. This exclusion could
explain the difference in CSE-MRI and DEXA measurements as when we considered the
PDFF of muscles, vertebrae and VAT in the calculation of fat content, the bias reduced. To go
further in the segmentation of different adipose tissue depots, some studies (Sadananthan et
al. 2015; Hamilton et al. 2017) differentiated the deep (DSAT) from the superficial (SSAT)
subcutaneous adipose tissue in the abdominal region. This segmentation of DSAT and SSAT
is very challenging because the fascia superficial separating these tissues appears subtle and
discontinuous and need a fine resolution (~1.25 mm). The present in-plane resolution was due
to a compromise between an acquisition time compatible with breath-holding and the size of
the covering volume (320 mm in the head-foot direction in this study) to give a good SNR
which is an essential parameter to estimate the FA composition (i.e. proportions of PUFAindx,
MUFAindax and SFAindx). From a metabolic point of view, GC analysis of SSAT and DSAT in
a large cohort shows homogenous FA composition in the two adipose tissue depots (Petrus et
al. 2017).

Liver PDFF results were consistent with the literature (Zand et al. 2015; Tyagi et al.
2015; Achmad et al. 2015), with a good correlation established between MRS and CSE-MRI
measurements. However, some studies (Zand et al. 2015; Tyagi et al. 2015; Achmad et al.
2015) provided a better correlation. It should be noted that the range of values was larger in
these papers (0 — 40 % (Achmad et al. 2015; Zand et al. 2015; Tyagi et al. 2015)) than in the
present paper (0 — 12 %). Especially, it is challenging to accurately estimate very low fat
content in liver. Here, we demonstrated that even if the PDFF measurement methods with
CSE-MRI or MRS were different, the difference between the two PDFF measurements
(before and after the overfeeding) was equivalent with the two methods. In this study, no T2
correction was applied on the calculation of fat content in the liver for MRS measurement. In
addition, MRI method include by a priori knowledge eight fat spectral component in the
guantification model, that was not the case for MRS since fat quantities were too low in this
study. These could explain why the MRS measurement gave underestimated values compared
to CSE-MRI measurement. On the other hand, the CSE-MRI PDFF estimate could be affected
by the low SNR.
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The lipid quantification by CSE-MRI could be interesting in longitudinal clinical
studies, as an indirect marker of AT metabolism. Here, the average on the whole segmented
volume (between L2-L4) seemed to give results consistent with the literature. Machann et al.
(Machann et al. 2017) reported similar results even if they computed different FA
composition indexes: the polyunsaturated index (PUI = diacyl-methyl ratio) and the
unsaturated index (Ul = olefinic-methyl ratio), VAT was composed by 14.9%/48.9%/36.2%
of PUFAindx/MUFAindx/SFAindx (Vs 15.3%/42.7%/43.0% in our study), SAT was composed by
16.2%/56.6%/27.2% (vs 18.6%/43.7%/37.7% in our study). Other studies reported higher
values of nmidb both using MRS method (0.75 SCAT calf (Ren et al. 2008), 0.687/0.745 for
VAT/DSAT (Hamilton et al. 2017), 0.71 for SCAT leg (Peterson and Mansson 2013),
0.79/0.81 for VAT/DSAT (Bydder, Girard, and Hamilton 2011) than 0.37/0.58 for VAT/SAT
in our study) and with MRI method (0.836/0.936 for VAT/SAT (Benjamin Leporq et al.
2014), 0.71/0.73 for VAT/DSAT (Bydder, Girard, and Hamilton 2011), 0.74 for SCAT leg
(Peterson and Mansson 2013) than 0.46/0.56 for VAT/SAT in our study) which led to an
estimation of PUFA superior to 20%. However, several gas chromatography analysis have
quantified a lower content of PUFA (12.3% (Lundbom et al. 2010), 14.4% (Field, Angel, and
Clandinin 1985), 16.5% (Hodson, Skeaff, and Fielding 2008), 14.1%(Rosqvist et al. 2014))
and lower nmidb (0.45(Field, Angel, and Clandinin 1985), 0.50 (Hodson, Skeaff, and Fielding
2008), 0.63 (Garaulet et al. 2006)) which was more consistent with our present results. It
should also be noted that the PUFAindx calculation made from nmidb, was not an absolute
quantification but a coherent index of polyunsaturation, leading to consistent results when the
most frequently identified PUFA is di-unsaturated FA. It could be possible to quantify the
proportion of PUFA more precisely by calculating the proportion of omega-3 (Lundbom et al.
2009; Fallone, McKay, and Yahya 2018; Skoch, Tosner, and Hajek 2014) and correcting the
present calculation but it does not permit to know exactly the number of double bonds per

chain.

The validation of lipid quantification by CSE-MRI using MRS measurement is a
difficult task. As expected, the lipid quantification by MRS is challenging and results depend
on the BO field heterogeneities (Hamilton et al. 2017), the MRS sequences (Hamilton et al.
2009), the acquisition parameters (long TE or short TE) (Lundbom et al. 2010) and the fitting
approaches (Mosconi et al. 2014). It is therefore difficult to use it as reference. On the other
hand, a gold standard like gas chromatography-mass spectrometry analysis is difficult to
perform on human volunteers, for ethical reasons only subcutaneous adipose tissue can be

analyzed. In this study, good correlations were found between MRS and CSE-MRI
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measurement, MRS and GC-MS measurements and between CSE-MRI and GC-MS
measurements. However, the NMR methodologies gave biased results compare to GC-MS
methodology. The CSE-MRI and MRS fitting approach used strong constraint on a relation
between ndb and nmidb (Benjamin Leporg et al. 2014; Nemeth et al. 2018) to improve the
repeatability of measurements, however this constraint provided biased results and not
absolute quantification. Therefore, the good correlation between GC-MS and NMR
methodologies is already an important result, even if, a comparative study using more sample
should be necessary. The spatial non-uniformity of nmidb was larger in VAT than in SAT.
This high spatial variability could be due to a sensitivity of CSE-MRI FA composition
measurements to local field inhomogeneity as the coefficient of variation reduced when we
removed pixels located at fat-air interface. This local field inhomogeneity is due to high
contribution of internal field as regard to fat-tissue interface where susceptibility gradient is
strong. To increase spatial resolution may probably minimize this effect. Alternatively, to
provide more consistent measurements, it is possible to suppress these voxels in the
segmentation pipeline such as proposed in this study. Moreover, VAT tissue could be more
impacted by local field inhomogeneity due to the presence of air in the gut. In localized area,
this sensitivity to local field heterogeneities led to erroneous values of CSE-MRI
measurements. For the study of localized area, localized-MRS seemed to still be the best
method thanks to shim methods allowing to homogenize locally the magnetic field. Visual
analysis of spectrum permits to validate results with consistent fitting approach. Moreover, in
the literature, only methods of spectroscopy make the quantification of omega-3 possible
(Lundbom et al. 2009; Fallone, McKay, and Yahya 2018; Skoch, To$ner, and Hajek 2014). A
limitation of our study concerned the design of the overfeeding. This was a short term 31-days
overfeeding, and as the half-life of subcutaneous adipose tissue fatty acids is around 6 to 9
months (Hodson, Skeaff, and Fielding 2008), the overfeeding may have been too short to
detect a change in SAT fatty composition with the diet.

To conclude, significant increase in fat distribution in VAT, SAT and liver were
measured by DEXA, MRS and CSE-MRI measurements after an experimental overfeeding.
FA composition changes (more precisely the MUFA proportion) of the adipose tissue were
also observed by CSE-MRI measurements. The use of a single 3D CSE-MRI sequence
associated with a dedicated post processing method is a suitable protocol to follow several
parameters linked to adipose tissue changes. This NMR protocol could be used in future work

to evaluate non-invasively the impact of nutrition on adipose tissues and liver.

A. Nemeth — Mémoire de these |
Chagitre 3 : Etude clinique Poly-nut
est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LYSEI089/these.pdf

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



3.2. Effet des polyphénols couplés a la surnutrition

L’inclusion des sujets a débuté en février 2014 et s’est terminée en décembre 2016.
Parmi les 42 volontaires masculins inclus, seulement 1 sujet du groupe « polyphénol » a quitté
le protocole apres le premier examen d’imagerie et de spectroscopie. La répartition des sujets
était équitable : 21 sujets dans chaque groupe. Le recrutement s’est étalé dans le temps et,
malheureusement, nous avons da faire face au disfonctionnement d’un appareil (panne du
DEXA) ou a des mises a jour de logiciel (IRM) qui ont perturbé la mesure et 1’analyse de
certaines données. Pour assurer la continuité des examens durant la panne du DEXA (Lunar
Prodigy GE Medical Systems), des sujets ont été scannés avec un autre dispositif situé a
I’hopital Edouard Herriot (Discovery A, Hologic, Bedford, MA, USA). Cependant, comme vu
dans le chapitre 1, la fraction de masse grasse estimée dépend du dispositif utilisé. Ceci s’est
confirmé sur nos données (voir figure 3.11). En comparant avec les mesures IRM sur la
région android, les points en bleu (dispositif ‘hologic’) semblent suivre une autre relation que
sur le premier dispositif. En effet, la proportion de graisse semble étre sous-estimée en DEXA
par rapport a I’autre dispositif pour des valeurs IRM équivalentes.

= hologic
-~ 4000+ 5 unar

mesure IRM

500 T \ T T T T !
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

mesure DEXA (en g)

Figure 3.11 : Masse grasse mesurée a partir de donnée IRM en fonction des mesures réalisées en
DEXA

La mise a jour de ’IRM a également entrainé un changement du format de fichier a
exploiter (format des images avant la mise a jour en .PAR/.REC et aprés la mise a jour en

xml/.REC), ce qui nous a obligé a réadapter toutes les routines mises en place au laboratoire.

L’organigramme (figure 3.12) répertorie le nombre de résultats disponibles pour
chaque mesure (DEXA, IRM et SRM) pour I’examen 1 (avant la surnutrition) et pour

I’examen 2 (apres la surnutrition). Pour les données de I’examen 2, n est exprimé sous la
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forme « nombre de données utilisables (nombre de sujets ayant des données utilisables a

I’examen 1 et 2) ».

Inclusion (n=42)

Placebo (n=21)

Polyphénol (n=21)

DEXA IRM SRM DEXA IRM SRM Examen 1
v A8 lanar « PDFF n=21 + PDFF n=20 v 119 anar « PDFF  n=21 + PDFF n=20
N + VATC n=20 + VATC n-16 i « VATC n=20 + VATC n-16 c
g « SATC n=20 + SATC n=20 g « SATC n=20 + SATC n=21 o
=
=
4
-}
c
—
-
DEXA IRM SRM DEXA IRM SRM v
v neis(ag) unar || * POFF n=20020) f[  POFE n=21(20) v ntoge)unar ||+ POFF n=20020) ||+ POFF n-10019)
. n:3(3) hologic + VAT C n=19(19) || *+ VAT C n=19(15) . n:l(l) hologic + VAT C n=19(19) || » VAT C n=15(12)
- & « SATC n=19(19) || + sATC n=20(19) = g + satc n=19(19) || + saTc n=20(20) | Examen 2

Figure 3.12 : Récapitulatif du nombre de données (n) selon I’examen (« 1 » avant la surnutrition
et « 2 » apres), les deux groupes (Placebo ou polyphénol), la méthode utilisée (DEXA, IRM ou
SRM) et de la mesure réalisée. « PDFF » représente le nombre de cartographies en densité de
proton obtenues. « VAT C » ou « SAT C » font référence a I’estimation de la proportion des
types d’acide gras pour respectivement le tissu adipeux viscéral et sous-cutané. Pour les données
de I’examen 2, n est exprimé sous la forme « nombre de données utilisables (nombre de sujets
ayant des données utilisables a I’examen 1 et 2) ».

Statistiques
La normalité des distributions a été vérifiée pour chaque mesure. Un test de Student (t-

test) a été utilisé pour chaque comparaison deux a deux (avec correction de Bonferroni des p-
valeurs) entre le groupe placebo et polyphénol. Un test de Student (t-test) pour données
appariées a été utilisé pour comparer les résultats entre le premier et le deuxiéme examen.
Dans le cas de distribution non-normale, un test de Kolmogorov-Smirnov (K-S test) a aussi
été effectue en plus du t-test. La valeur SEM (I’erreur type) est calculée comme 1’écart-type

standard divisé par la racine du nombre de valeurs observées.

3.2.1. Données anthropomeétriques

Le tableau 3.4 résume les données anthropométriques des sujets de 1’étude poly-nut

avant et apres la surnutrition. La valeur p résulte d’un t-test comparant les données du groupe
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placebo et du groupe polyphénol apreés la surnutrition. Nous observons des effets significatifs
de la surnutrition pour les deux groupes dont : une prise de masse totale d’environ 2,6 kg, une
augmentation de la masse grasse mesurée en DEXA ainsi que du volume de graisse
abdominale mesuré par IRM. Aucun changement significatif n’est observé pour le rapport
tour de taille sur tour de hanche (RTH). Les polyphénols n’ont pas eu d’impact sur la prise de
poids, la répartition masse grasse/ masse maigre, I’augmentation de VAT et de SAT car toutes
les valeurs de p sont supérieures a 0,05. Cependant, le rapport VAT/SAT est intéressant car il
montre une différence entre le groupe placebo et polyphénol. En effet, nous observons une
augmentation significative de ce rapport pour le groupe placebo alors qu’il reste stable pour le
groupe polyphénol. Ceci pourrait s’interpréter comme une tendance (p = 0,051) des
polyphénols a favoriser I’accumulation de graisse dans le tissu adipeux sous-cutané (SAT).

Tableau 3.4 : Paramétres anthropométriques des sujets ayant recu le traitement placebo et
polyphénols avant et aprés surnutrition sous la forme moyenne + SEM.

Placebo p

Av., Ap. Différence Av. Ap. Différence
masse (kg) 796+16 824+16 2,6+0,3*%** 80,2+16 82717 25%03*** 0,934
IMC

252+05 26%05 0,8 £0,1*** 253+05 26,1+054 0,8+0,1***

(kg/m2) 0,934
RTH 0914001 091+001 0+001(8)  091+001 093+001 001+001(c) 0471
% masse

maigre 76+12  747+11 -13+03%*  742+13 728+14 -14+03%* 0900
(DEXA)

% masse

grasse 2412 25311 13£03*  258+13 272:14 14£037 oo
(DEXA) !
‘(’;LB) VAT 9204104 1070+116 129+31%*  024+83  997+104 89+30%%d) 0,355
‘(’;Lg) SAT 1104+74 1191481 91+ 2% 1173+86 1293+ 107 112+23%* 0512
Vol TAT 2007+162 2261+171 219+41%%* 20974136 22904176 200+ 44%** (759
(cm3) * * * * * * :

VAT/SAT 0,83+0,08 091+0,09 0,06+0,03%(b) 0,82+0,07 0,79+0,07 0=0,02(e) 0,051

a:p=0,612; b :p=0,020; c : p=0,166 ; d : p=0,008 ; € : p=0,871 *** p < 0,001 ** p < 0,01 * p < 0,05

3.2.2. Effet sur le foie

Au niveau du foie, nous avons mesuré la quantité de graisse en utilisant la fraction de

graisse en densité de proton (PDFF) a la fois a partir de mesures IRM et SRM.

PDFF avant la surnutrition

Sur I’ensemble des sujets, deux ont une valeur de PDFF anormale pour des sujets sains
(figure 3.13), c’est-a-dire supérieur a 10%, pour les mesures IRM et seulement une pour les

mesure SRM. Ces deux valeurs entrainent une distribution non-normale (test de Shapiro-
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Wilk ; placebo p < 0,001 pour mesure IRM et p = 0,026 pour la mesure SRM ; polyphénol
p < 0,001 pour mesure IRM et p<0,001 pour la mesure SRM). Aucune différence significative
n’est observée si on compare les valeurs de PDFF des deux groupes au premier examen que
ce soit avec les mesures IRM (t-test p = 0,506, K-S test p = 0,987) ou avec les mesures SRM
(t-test p = 0,222, K-S test p = 0,571).

MRI1 MRS1
CImrin JmRs1

25 251 = ¥
* *
S 20 S 20
c ] c 1
o 15 > 15
S~—" . 3¢ S~—
L 10 10
L L .
g s : S
placebo polyphenol placebo polyphenol

Figure 3.13 : Mesure IRM (a gauche) et SRM (a droite) de la PDFF dans le foie au premier
examen avant la surnutrition.

PDFF aprés la surnutrition

Aprés la surnutrition, nous observons une augmentation significative des valeurs de
PDFF dans le foie pour les deux groupes. Cependant, aucune différence n’est trouvée entre les
deux groupes a I’issu de la surnutrition ni sur les mesures IRM (t-test, p = 0,893 ; K-S test,
p =0,999) ni sur les mesures SRM (t-test, p = 0,513 ; K-S test, p = 0,936). Nous pouvons
opérer une transformation logarithmique des données pour les rendre normales. La méme
observation est faite que ce soit au premier ou au second examen, avec les mesures IRM ou
SRM.

MRI2-MRI1 MRS2-MRS1
8- MRI2-MRI1 8- MRS2-MRS1

. X
6 * 6- ’
* .’ x
L 4 at w 4
Ll ; T .* L 5 T
E 2- :' . : E 5 .0‘ | :0 . _I_
< [S IS 5 ** . = < ’N ". b :’.:: -
04 » ‘::. * —L oo..:.’ = 0- LN - . % e _)L
2 , r . ‘ '
placebo polyphenol placebo polyphenol

Figure 3.14 : Différences des mesures de PDFF réalisées en IRM (a gauche) et en SRM (a droite)
dans le foie avant et apres surnutition pour les groupes placebo et polyphenol.
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Cependant, ici il est aussi intéressant d’étudier la variance. En effet, si nous regardons
1I’évolution sujet par sujet (figure 3.15), la pente des droites ne semble pas étre identique pour
chaque individu. Avec un test d’égalit¢ des variances de Fisher, nous montrons que la
variance est significativement plus élevée au deuxieme examen par rapport au premier pour le
groupe placebo (IRM p = 0,030 ; SRM p < 0,001) ce qui n’est pas le cas pour le groupe
polyphénol (IRM p = 0,400 ; SRM p = 0,462). Cette observation est aussi valide quand les
deux valeurs extrémes sont exclues de ’analyse (placebo : IRM p = 0,003 ; SRM p < 0,001,
polyphénol : IRM p = 0,726 ; SRM p = 0.989). Ceci montre que méme si en moyenne tous les
sujets ont stocké de la graisse dans le foie, le groupe placebo a un stockage plus hétérogéene

(certains sujets ont stocké plus de graisse que d’autre).
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Figure 3.15 : Evolution sujet par sujet de la PDFF dans le foie avant (IRM 1) et aprés (IRM 2) la
surnutrition.

3.2.3. Effet sur la composition lipidique des tissus adipeux

Au niveau de la composition lipidique des tissus adipeux, nos deux parametres
d’intérét sont le nombre moyen de double liaison par chaine de triglycéride (ndb) et le nombre

moyen de méthyléne interrompant deux doubles liaisons (nmidb).

Pour les mesures IRM, nous observons une baisse significative des nmidb dans le tissu

VAT pour les deux groupes (figure 3.16, - 0,03 p = 0,006 pour le groupe placebo et — 0,03
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p < 0,001 pour le groupe polyphénol). Aucune différence significative n’est trouvée entre les

deux groupes.
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Figure 3.16 : Mesure par IRM de la composition lipidique du tissu adipeux sous-cutané (SAT) et
viscéral (VAT) pour les groupes placebo et polyphénol avant et aprés la surnutrition. Les
comparaisons sont faites avec des t-test pour des données appariées (avant et aprés la
surnutrition).

Avec les mesures SRM, nous observons sur la figure 3.17 une légére baisse de ndb et
nmidb durant la surnutrition qui est plus marquée pour le groupe polyphénol dans le tissu
adipeux sous-cutané (SAT). Cependant, nous concluons donc a aucune différence
significative (figure 3.17).
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Figure 3.17 : Mesure par SRM de la composition lipidique du tissu adipeux sous-cutané (SAT) et
viscéral (VAT) pour les groupes placebo et polyphénol avant et aprés la surnutrition. Les
comparaisons sont faites avec des t-test pour des données appariées (afin de comparer avant et
apres la surnutrition).

Sur les 20 analyses totales de chromatographie en phase gazeuse (GC-MS), 3 données
avant la surnutrition et 4 aprés sont disponibles pour le groupe polyphénol et 7 avant et 6
apres pour le groupe placebo. Parmi ces analyses, 2 sujets du groupe polyphénol et 3 sujets du
groupe placebo ont eu des analyses GC-MS avant et aprés la surnutrition (tableau 3.5).
Aucune différence n’est observée entre les deux groupes. Nous observons une légere baisse,
mais significative, des PUFA dans le tissu SAT grace a la GC-MS (nmidb - 0,01, p = 0,006,
PUFA - 0,33 point, p = 0,008). Cependant, ces résultats sont a prendre avec précaution a

cause du faible nombre de valeurs.
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Tableau 3.5: Composition lipidique des chaines de triglycéride du tissu adipeux sous-cutané
estimée par GC-MS chez 5 sujets. PP : sujet ayant eu une gélule de polyphénol et PCB sujet
ayant eu une gélule de placebo (lactose).

SFA MUFA PUFA ndb nmidb CL SFA MUFA PUFA ndb nmidb CL

PP1 3843 51,14 1043 219 034 17,01 3882 5109 10,09 217 033 16,99
PP2 34,03 52,02 1395 243 045 1722 3498 5150 1352 239 044 17,20
PCB1 40,00 50,65 935 210 0,30 17,04 39,62 51,19 919 211 030 17,04
PCB2 40,11 4587 1401 225 046 17,13 4025 46,25 1349 223 044 17,13
PCB3 36,75 5184 1141 227 037 1711 3693 51,8 11,22 226 037 17,10

3.2.4. Discussion

Les polyphénols lors de la surnutrition pourraient avoir un effet sur le stockage des
graisses dans I’organisme en favorisant son accumulation dans le tissu adipeux sous-cutané
plutbt que dans le tissu adipeux viscéral, ce qui aurait un effet protecteur vis a vis du
syndrome métabolique (Kwon, Kim, et Kim 2017). Au niveau du foie, aucune différence
n’est observée entre les deux groupes a I’issue de la surnutrition, contrairement a ce qui a pu
étre montré chez des sujets obeses (Timmers et al. 2011). Au niveau de la composition en
acide gras, les mesures IRM montrent une baisse significative dans le tissu VAT du nombre
de nmidb sans une diminution de ndb aprés la surnutrition et aucune différence entre les deux
groupes. Ceci se traduit par une baisse de la proportion de polyinsaturés et une augmentation
des mono-insaturés, ceci pourrait étre en lien avec la modification de la composition en acides
gras lors de la surnutrition (augmentation des MUFA, diminution des PUFA avec la
surnutrition). Au niveau du tissu adipeux sous-cutane, la chromatographie en phase gazeuse
semble montrer une baisse significative des valeurs de nmidb (n = 5). Cependant, les effets
sont difficilement détectables au bout d’un mois de surnutrition sachant que la demi-vie
moyenne des acides gras du tissus adipeux est de 6 a 9 mois (Hodson, Skeaff, et Fielding
2008) et que la modification de la composition en AG du régime avec la surnutrition n’était

pas franche.
Conclusion

Dans ce chapitre, nous nous sommes attachés a comparer scrupuleusement différentes
méthodes dédiées a la quantification lipidique dans le cadre d’une étude clinique avec un
protocole de surnutrition. La DEXA et I'IRM (CSE-MRI) ont permis d’observer une

augmentation significative des volumes des tissus adipeux abdominaux (SAT et VAT). Grace
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aux donnees IRM, il a été possible de mesurer une différence significative du rapport
volumique VAT/SAT entre le groupe ayant recu des polyphénols et celui ayant regu un
placebo. Dans cette étude, le rapport VAT/SAT du groupe placebo augmente au cours de la

surnutrition alors qu’il reste constant pour le groupe avec des polyphénols.

Au niveau du taux de graisse hépatique, le challenge résidait dans 1’estimation de
faibles quantités de PDFF. Ici, les mesures IRM sont fortement corrélées aux mesures SRM.
Malgré des valeurs IRM plus élevées qu’en SRM, la différence des résultats avant et apres la
surnutrition est tres similaire entre les deux méthodes. Enfin aucune différence significative

n’a été observée entre le groupe placebo et le groupe polyphénol.

AU niveau de la composition lipidique, ¢’est la premiére fois — a notre connaissance —
qu’une estimation réalisée par CSE-MRI est comparée a celle faite par la SRM et par la
chromatographie en phase gazeuse (GC). Les valeurs par CSE-MRI et GC sont bien corrélées
ainsi qu’entre les données SRM et GC. Cependant, si nous regardons les coefficients
directeurs des droites de régression (pour la corrélation), ils ne sont pas égaux a 1. Ceci a pour

consequence que le biais de mesure dépend de la valeur mesurée.

A la vue de ces résultats, I’imageric CSE-MRI est un outil qui permet de suivre
I’évolution et I’adaptation des tissus adipeux a la surnutrition : pour I’étude du contenu
lipidique du foie, pour le calcul du volume et de la composition lipidique des tissus adipeux
abdominaux. Les données IRM et SRM, ici présentées dans la deuxiéme partie de ce chapitre
et couplées a d’autres mesures biologiques (concentration ALAT, dimension et nombre
d’adipocytes, TNFa, Leptin ...), seront utiles et pertinentes pour étudier I’impact de la

consommation de polyphénols en période de surnutrition.
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Développements experimentaux

Sommaire

4.1.  Quantification des omégas-3 par spectroscopie (PRESS)..........ccccccvvvevevieniecniennnnn, 108
4.1.1. Protocole expérimental pour la caractérisation du spectre lipidique a 4,7T ...... 108
4.1.2. Evolution du groupement méthyl selon le TE .......c.cccovveveiiciiviiiecce e 110
4.1.3. Mesure des T2 de chaque pic et de la composition lipidique..............ccccceenee. 112
4.1.4. Mesure de la proportion d’omeégas 3 ........cccvveiriiereneneneeese s 117
4.2, J-€dition (MEGA-PRESS).......cooiiireeereeriississssesssssiessssssessssessssssssessssassessnnens 123

4.2.1. Application de la MEGA-PRESS en ciblant les groupements liés a la poly-
1T LU = 1T o SR 124

4.2.2. Application de la MEGA-PRESS en ciblant les groupements liés aux omégas-3 ..

........................................................................................................................... 125

4.2.3.  Implémentation du SPECtre OFF ..o 126
424, CONCIUSION ..ottt 127
4.3.  Imagerie spectroscopique EPSI : Comparaison avec la séquence MGE et la séquence
PRESS ..ottt R R £ bRttt b ettt et tens 128
4.3.1. Lecture et correction du signal provenant de la séquence EPSI.............c.......... 128
4.3.2. Comparaison de la séquence EPSI-FID avec la séquence MGE........................ 130
4.3.3. Comparaison des deux motifs d’EPSI : EPSI-FID et EPSI-SE............cccc....... 133
4.3.4. Comparaison de la séquence EPSI-SE avec la séquence PRESS..................... 135
(0] 0 o] 1751 o o IS 144

A. Nemeth — Mémoire de these | 105
Chapitre 4 ;: Développements expérimentaux

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2018LY SEI089/these.pdf

© [A. Nemeth], [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



Ce dernier chapitre est dédié aux développements experimentaux qui ont éte réalisés
sur I'IRM 4,7 T de la plateforme PILoT en parall¢le de 1’étude clinique. Il faut noter que ce
chapitre présente des résultats préliminaires qui offrent des perspectives d’investigations a
approfondir. Ici, 1I’élément moteur est la quantification de la composition lipidique : 1) par
I’estimation des parametres ndb et nmidb comme dans les chapitres précédents, 2) par le
calcul de la proportion d’omégas-3, le tout dans un contexte préclinique. Avant d’expliquer le

déroulé de ce chapitre, nous allons voir les défis de la quantification des omégas-3.

Pourquoi quantifier la proportion d’omégas-3 ?

Nous avons vu que les techniques de quantification des graisses étaient en plein essor
notamment grace a des méthodes fondées sur des séquences de spectroscopie et des méthodes
d’imagerie fondées sur des échos de gradient multiples. Cependant, pour le moment, ces
méthodes se limitent a estimer des proportions d’acides gras polyinsaturés (PUFA), mono-
insaturés (MUFA) et saturés (SFA). De plus, la proportion de PUFA estimée a partir de nmidb
est la plupart du temps surestimée. En effet, en utilisant la relation (4.1.1), les chaines
lipidiques sont considérées comme di-insaturées (un seul groupement CH2 interrompant des

deux doubles liaisons).

PUFA — nmidb

x100 (4.1)

S’il est vrai que la majorité des chaines lipidiques sont di-insaturés (Linoleic acide
18:2n-6, ~79-82% des PUFA (Petrus et al. 2017)), le tissu adipeux est aussi constitué de
chaines contenant plus de deux doubles liaisons (y-Linoleic acide 18:3n-6, a-Linolenic acide
18:3n-3, Di-homo-y linolenic acide 20:3n-6, Arachidonic acide 20:4n-6, Eicosapentaenoic
acide 20:5n-3, Docosatetraenoic acide 22:4n-6, Docosapentaenoic acide 22:5n-6,
Docosahexaenoic acide 22:6n-6). Aussi, la quantification des omégas-3 (X:Yn-3) permettrait
d’ajuster le calcul des PUFA (18:3n-3 représente ~ 8-9% des PUFA, autres omégas-3 ~3-5%).

De plus, depuis ces dernieres décennies, l’intérét des effets possibles de la
consommation des omégas-3 sur I’organisme est grandissant (Ruxton et al. 2004; Hooper et
al. 2006; Musa-Veloso et al. 2018). Des études suggérent que 1’ingestion d’omégas-3
permettrait de réduire la proportion de graisse dans le foie chez des personnes ayant des
stéatoses hépatiques non-alcooliques (Marsman et al. 2011; Argo et al. 2015). Notamment,
une étude montre que le ratio omégas-6/omégas-3 baisse avec la prise de complément en
omégas-3 pour atteindre des taux proches de ceux des sujets contrdles (Marsman et al. 2011).

Cependant, la quantification des omégas-3 dans ces tissus est souvent réalisée par
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chromatographie en phase gazeuse et qui nécessite une biopsie. L’utilisation de cette
technique invasive est limitante et ne peut étre réalisée sur des sujets sains. Une méthode non-
invasive est indispensable pour quantifier la concentration d’oméga-3 in vivo chez I’homme.
A notre connaissance, peu d’études ont relevé le défi en spectroscopie (PRESS (Lundbom et
al. 2009), MEGA-PRESS (Skoch, Tosner, et Hajek 2014), PRESS vs STEAM (Fallone,
McKay, et Yahya 2018) et aucune en imagerie.

Comment quantifier la proportion d’omégas-3 par SRM ?

Les omégas-3 ont une double liaison sur le 3°™ carbone de la chaine lipidique en
partant du groupement de méthyl CHas. Ainsi le groupement méthyl des omégas-3 (CHz®3) a
un déplacement chimique différent de celui des autres acides gras en raison de son
environnement électronique différent. Ce dernier va résonner proche de 1 ppm au lieu de 0,9
ppm (CHs), la différence fréquentielle est par conséquent subtile (figure 4.1). Dans un
contexte in vivo ou les pics sont élargis par les inhomogeénéités de Bo plus éleveées, ces pics
peuvent se superposer. De plus, la concentration d’omégas-3 est faible (de I’ordre de 0,8 a
2%). Le pic du groupement CHsw3 est donc difficile a identifier et de surcroit a quantifier. Le
groupement de CH2 positionné entre le CHz»3 et la double liaison aura lui aussi une
fréguence de résonance différente (2,1 ppm au lieu de 1,3 ppm pour le groupement de CHzn).
Ce dernier sera totalement confondu avec les pics de -CH2-CH2-CO (a 2,24 ppm) et de -
CH=CH-CH2-CH>- (a 2,02 ppm).

Figure 4.12 : Spectre d’huile de colza
réalisé par spectroscopie proton a
11,7 T, extrait de la publication
(Yeung et al. 2008). Avec un zoom sur

la région 0,7-1,1 ppm. Les pics
désignent :

2: , 1, méthyle (-CH3) ;
‘ 2, méthyle des omégas-3 ;

10 08 08 ppm ! 3, méthyléne (-CH2-);
6 4, g-carboxyle (-CO-CH2-CH2-);
\ ‘; 5, a-oléfinique (-CH2-CH=CH-CH2-
10 | 4 );
'9 N : (| 2', 6, a-carboxyle (-CO-CH2-CH2-);
I I J i 7, diallylique (-C=C-CH2-C=C-);

, 8, glycérol (-CH2-O-CO-);
5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm 9, egCérOI (-CH-O-CO-) ’
10, oléfinique (-CH=CH-).

Déroulé des développements expérimentaux

Ainsi, dans la premiére partie de ce chapitre (4.1), nous avons quantifié les omegas-3

in vitro avec une séquence PRESS en nous basant sur les hypothéses avancées par Lundbom :
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utilisation de TE long pour atténuer la contribution au signal du pic de méthyléne qui peut
déborder sur le pic lié aux omégas-3 (Lundbom et al. 2009). Le principal inconvénient de
cette méthode est une dégradation du rapport signal sur bruit (SNR : signal-to-noise ratio) liée
a I'utilisation de TE longs. Puis, dans la deuxiéme partie de ce chapitre (4.2), nous avons
implémenté une séquence de J-édition MEGA-PRESS pour rehausser le pic lié aux omégas-3
a TE court en nous basant sur des travaux antérieurs (Mescher et al. 1998; Skoch, Togner, et
Héjek 2014). Enfin, motivé par ’envi de transférer ce qui se fait en spectroscopie vers
I’imagerie, la derniére partie de ce chapitre (4.3) est dédiée a des comparaisons de séquences
d’imagerie spectroscopique. Nous avons confronté la séquence EPSI (echo planar
spectroscopic imaging) avec différents motifs (écho de gradient et écho de spin) a la séquence
multi-écho de gradient et a la séquence PRESS. Enfin, nous avons fini par définir une

stratégie d’acquisition en EPSI pour faire une cartographie des omégas-3.

4.1. Quantification des omégas-3 par spectroscopie
(PRESS)

Dans la littérature, nous pouvons trouver plusieurs protocoles pour analyser le spectre
lipidique fondés sur des séquences de spectroscopie PRESS ou STEAM (Fallone, McKay, et
Yahya 2018; Hamilton et al. 2009) et utilisant des TE courts pour avoir plus de signal
(Hamilton, Yokoo, et al. 2011) ou des TE longs (~200ms) pour avoir une meilleure distinction
des pics étudiés (Lundbom et al. 2009; Fallone, McKay, et Yahya 2018; Yahya et Fallone
2010). Ici nous choisissons de caractériser le spectre lipidique de différentes huiles avec des
TE multiples afin d’évaluer I’impact du choix des TE sur I’estimation des temps de relaxation
T2 de chaque pics et d’adopter la meilleure stratégie de quantification, i.e celle qui nous

permettrait d’avoir accés a la proportion d’acide gras de type omega-3.

4.1.1. Protocole expérimental pour la caractérisation du spectre
lipidique a 4,7T

Le protocole expérimental sur I’'TRM préclinique est composé d’une séquence PRESS.

La séquence STEAM disponible sur le systeme 4,7T présentait des artéfacts, possiblement

dus au mauvais équilibrage des gradients de brouillage de la séquence que nous ne pouvions

pas modifier. Ces artefacts ne pouvaient pas non plus étre corrigés en traitement post-

acquisition. La séquence STEAM n’a donc pas été utilisée. Les parametres d’acquisition

appliqués sur les huiles sont les suivants :
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e 17 TE =[15203040 5080 110 140 170 200 230 290 350 410 470 530 590] ms

e Fréquence d’échantillonnage =4 kHz

e Nombre de points = 4096

e TR =3000ms

e Bande passante impulsions RF = 5400 Hz pour I’impulsion 90° et 6840 Hz pour
I’impulsion 180°

e OVS:on

e 32 accumulations

e Volume de mesure (voxel) = 5x5x5 mma3.

e Temps d’acquisition total = 30 min/huile

Le protocole expérimental a été appliqué séquentiellement sur 10 huiles (Sésame,
Avocat, Colza, Noisette, Olive, Pépin de raisin, Tournesol, Noix, Lin, Pistache). Chaque huile
a été conditionnée dans un tube de 15 mL de la marque Greiner (15 mm de diametre et 930
mm de long). Une bobine en quadrature (Rapid Biomedical GmbH) de 32 mm de diametre
interne a été utilisée en émission et en réception. Les acquisitions ont été réalisées a
température ambiante soit 25°C. La composition en acide gras de ces huiles a été déterminée
par une analyse de chromatographie en phase gazeuse (tableau 4.1) réalisée sur la plate-forme

de lipidomique de I’INSA Lyon sur le campus de la Doua.

Tableau 4.6 : Proportions en acides gras saturés (SFA), mono-insaturés (MUFA) et
polyinsaturés (PUFA), d’oméga-3 (®»-3) et d’oméga-6 (®-6), le nombre moyen de double liaison
par triglycéride (ndb) et le nombre moyen de méthylénes interrompant des doubles liaisons par
triglycéride (nmidb) pour différentes huiles végétales mesurées par chromatographie en phase
gazeuse.

MUFA PUFA

(%) (%)
Noisette 9,2 73,7 6,4 0,22 6,94 2,92 0,23
Pépin de raisin 15,8 39 447 0,3 44,62 3,89 1,37
Tournesol 14,9 48,4 36,7 0,3 36,4 3,67 1,11
Avocat 21 72,7 6,2 0,4 5,81 2,58 0,21
Sesame 20,4 54,4 251 0,4 24,72 3,17 0,78
Olive 19,2 76,1 4,9 0,5 4,39 2,60 0,17
Pistache 15,8 65,2 19 0,5 18,5 3,11 0,59
Colza 9,3 74,2 16,4 4,6 11,81 3,35 0,63
Noix 12,6 37,8 49,7 7,69 41,96 4,35 1,73
Lin 13,8 33,3 53 34,37 18,58 5,22 2,63
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Notons que la proportion d’omégas-3 est tres faible pour 7 huiles (<1%) et méme
inférieure aux proportions théoriques des tissus adipeux d’humain (1% (Hodson, Skeaff, et
Fielding 2008)) ou de souris (2,3% (Li, Fu, et Li 2010)). La proportion d’omégas-3 est
fortement élevée pour I’huile de lin (34,37% de type C18:3 n-3) et modérément pour les
huiles de noix et de colza (respectivement 7,69% et 4,6%). Pour toutes les huiles la proportion
d’omégas-3 est constituée principalement du type C18 :3 n-3 et faiblement du type C22 :3 n-3
(< 0.2%).

4.1.2. Evolution du groupement méthyl selon le TE

Tous les spectres acquis ont été recalés en fréquence automatiquement en fonction du
pic résonant a 0,90 ppm (figure 4.2). En effet, le pic résonant a 1,30 ppm disparait plus
rapidement que le pic a 0,90 ppm a mesure que le temps d’écho s’allonge car il présente une

composante T2 plus courte.

7
4 %10 ” :
—TE=15ms
35 —TE=20ms H
TE =30 ms
3 TE=40ms ||
TE =50 ms
TE =80 ms
25 | TE =110 ms
\ TE =140 ms
2 TE =170 ms| |
| TE =200 ms
15- ‘ ——TE =230 ms[]
——TE =290 ms
1~ | ——TE =350 ms
| | ——TE =410 ms
05 f )L ——TE =470 ms 4
[\ N /\ J / ——TE =530 ms
0 AN — A ENS N A WA S TR _|—TE =500 ms| |
| | | | | 1
5 4 3 2 1 0

Déplacement chimique (ppm)
Figure 4.2 : Atténuation des différents pics du spectre d’un échantillon d’huile de sésame selon le
TE pour un TR de 3 s et 32 accumulations par TE.

A partir de I’écho a 230 ms, I’amplitude du pic a 0,90 ppm est plus importante que
celle du pic a 1,3 ppm (figure 4.3). La détection du pic se fait automatiquement en détectant le
maximum du spectre sur un intervalle fixé manuellement pour le premier spectre et défini

automatiquement pour les TE suivants a partir de la premiere détection.
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TE =170 ms| |
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—TE =230 ms
——TE =290 ms| |
—TE =350 ms
——TE =410 ms
0.5 ——TE =470 ms]]
—TE =530 ms
— TE =590 ms
-1 | | | ! | ! | [
1.3 1.2 1.1 1 0.9 0.8 0.7 0.6

Déplacement chimique (ppm)
Figure 4.3 : Spectre d’huile de sésame illustrant I’atténuation progressive du pic a 1,30 ppm et a
0,90 ppm avec ’augmentation du TE

15

Afin d’illustrer 1’évolution des spectres selon le TE, un autre protocole d’acquisition a
été réalis¢, typique d’une acquisition J-résolue, avec un pas d’échantillonnage fin (TE = n* 16
ms, n = 1 ... 100) sur "huile de noix uniquement (figure 4). D’apres la figure 4.4, s les
groupements méthyl apparaissent avoir un T2 plus long que les autres groupements. Comme
toutes les résonances des triglycérides sont couplées, le temps de relaxation mesuré ici doit

étre considéré comme un T2 apparent pour chaque groupement.

T e \
CH; 3 T~ / CH,

CH=CH-CH,-CH=CH (CH,),

l

Déplacement chimique (en ppm)

Figure 4.4 : Intensité du signal de SRM (PRESS, TR = 4 s, 32 accumulations) dans le domaine
fréquentiel pour différents temps d’écho (TE) et selon le déplacement chimique. Les intensités
des deux groupements de CH; montrent qu’ils sont encore présents a des TE trés longs (> 1s). Il
est donc attendu que ces groupements aient des T2 bien plus longs que les autres résonances.
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4.1.3. Mesure des T2 de chaque pic et de la composition lipidique

Mesure des T2 de chague pic

La mesure des T2« des k pics des composantes de la graisse se fait ici dans le domaine
fréquentiel. Le maximum de I’amplitude de chaque pic est détecté automatiquement. A partir
du maximum, un intervalle en ppm est défini pour chaque pic et 1’aire sous la courbe (Ax) est
calculée pour chaque écho en conservant le méme intervalle. L’effet de la diffusion
contribuant a une perte de signal et un raccourcissement du T2 apparent est possible. En
dehors, des groupements methyls, les autres pics possédent un T2 relativement court (entre 15
et 50 ms). L’expression de décroissance du signal de fagon mono-exponentielle (équation 4.2)

peut se linéariser avec la fonction logarithmique népérienne (équation 4.3).

A (TE) = A0, xexp[—%} (4.2)

k

Avec Aok I’aire sous la courbe a TE = 0 ms, Ak 1’aire sous la courbe mesurée a TE, T2k

le T2 apparent de la k™™ composante.

TE
T2,

In(A (TE))=In(A0, )— (4.3)
Ici, il a donc été choisi de faire une approximation linéaire de 1’aire sous la courbe en
fonction des TE (équation 4.3) pour chaque pic en pondérant fortement les premiers échos qui

ont plus de signal.
Les étapes de la méthode d’estimation des T2 et AOk sont les suivantes :

1. Indication du déplacement chimique des 9 pics de référence considérés [0,90 1,30 1,60
2,04 2,25 2,77 4,07 4,20 5,30] en ppm ;

2. Recherche du maximum de I’amplitude pour chaque pic ;

3. Intervalle de fréquence d’analyse pour chaque pic [0,15 0,16 0,09 0,08 0,08 0,15 0,09
0,090,201 ;

4. Calcul de I’aire sous la courbe pour chaque pic sur I’intervalle correspondant, pour
chaque écho ;

5. Approximation linéaire pondérée sur les premiers échos : premiére estimation de AOk
et T2« (pondeérations des 8 échos [100 90 60 30 20 1 1 1]).
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L’estimation des temps de relaxation T2 se fait dans un premier temps avec les TE
courts (de 15 ms a 140 ms). Le SNR est calculé comme le rapport entre ’amplitude du
premier point de la FID divisée par 1’écart-type du bruit mesuré sur les derniers points de la
FID. L’appréciation du SNR ici est tout a fait relative, sachant qu’un pic prépondérant
augmentera le SNR méme s’il n’est pas d’un intérét direct, puisque le premier point temporel
correspond a la somme de toutes les aires des pics. Ici, nous considérons qu’en dessous d’un
SNR de 120 (valeur empirique déterminée a partir de nos simulations chapitre 2 figure 2.3)
pour des TE courts, nous aurons des difficultés a estimer les résonances en faibles quantités
comme le pic a 2,8 ppm. Il faut noter ici que le SNR est bien supérieur a celui obtenu in vivo
chez I’homme a 3T (>2000 vs 200) pour les échos utilisés. Ceci permet alors de s’affranchir

de I’impact du SNR sur le calcul de I’aire sous la courbe. Dans le tableau 4.7, les valeurs de la

— T2 . .
moyenne des T2« (T2, = I | n le nombre d’huile et T2k le T2« pour chaque huile) et
i1 N
n —\2
>(T2,-T2,)
I’écart-type (s;, =\ 1 ) sont répertorié pour les k résonances.
k n _

Tableau 4.7 : Estimations du T2 apparent de chaque composante de signal lipidique a partir de
I’aire sous la courbe de plusieurs TE (15 20 30 40 50 80 110 140 ms). Ici le T2 apparent obtenu
pour la résonance a 0,90 ppm semble sous-estimé par rapport a ce qui a été conjecturé figure
4.4,

Déplacement 090 13 16 202 223 28 42 43 53

chimique (ppm)
T2  Moyenne 47,79 51,83 19,39 27,14 33,06 50,58 20,92 27,18 43,58

(ms) écart-type 419 229 089 095 255 357 1,71 2,36 1,00

En utilisant uniquement des temps d’écho courts (< 150ms), I’estimation du T2
apparent du méthyl (pic a 0,90 ppm) est sous-estimé par rapport a ce qui a été conjecturé sur
la figure 4.4. Nous déterminons un T2 pour les groupements méthyl plus petit que celui du
méthyleéne alors que sur la figure 4.4, le pic de méthyl est toujours présent a un TE d’une
seconde contrairement au pic de methylene. Les valeurs de T2 presentées dans le tableau 4.2
sont trés proches des valeurs répertoriées dans la thése d’Amandine Coum (tableau 4.3)
calculées sur des huiles a 4,7T comme dans notre cas. Le tableau 4.3 montre la variété des
estimations faites pour le T2 apparent de la résonance a 0,90 ppm. Dans de nombreux cas, le
groupement de méthyl a une valeur de T2 estimé plus grande que celle du groupement
méthyléne, mis a part pour les deux études de Hamilton et al. de 2011 qui utilisent des TE

allant de ~10 a 30 ms et pour des études utilisant des TE plus longs (jusqu’a 350 ms).
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Tableau 4.3 : Récapitulatif des valeurs de la littérature du T2 apparent (en ms) pour les différentes résonances. L’estimation du T2 du groupement
méthyl (a 0,90 ppm) varie fortement selon les TE utilisés.

Déplacement chimique (en ppm)
Objet BO | TE (ms) Séquence 0,9 1,3 1,6 2,03 2,21 2,8 4,09 4,3 5,3
(Strobel, Hoff, et . i 4166+ | 5143+ | 1895« | 2574+ | 3340+ | 46,96+ | 1947+ | 2047+ | 3644 +
Pietzsch 2008) Souris  |NCRIEEEERIEERUE e 1,97 0,67 4,00 1,10 1,02 1,45 3,75 5,35 1,80
(Coum 2015) Huiles | 47T |de114150 | PRESS 44+14 | 51+2 | 19+22 [ 3117 | 30+10 | 45+7 / / 41+8
o | Souris 80.1 54.7 51.9 46.2 441
gt :Imgo‘l’% M1 (post- 3T |de13a33 | STEAM (507- | (42,8- / (51,8 / (44,5- / / (42,6—
: mortem) 1102) | 614) 52,1) 47,9) 45,6)
15T |de20a60 | STEAM 50,3 90,2 / 458 / 50,6 / / 50,4
(Hamilton et al, 'r—ef;fgu 15T |de20a60 | PRESS 19,6 714 / 311 / 157 / / 26,2
2009) liquide |37 |de20a60 | STEAM 44.6 84.9 / 54,6 / 62,2 / / 52,1
3T |de20a60 | PRESS 28,1 66,4 / 16,2 / 326 / / 44,6
(Hamilton, Yokoo, | ¢.;o 3T  |de10230 | STEAM 71.4 46 / 41.9 / 415 / 25.4 387
et al. 2011)
Sujet
sain 7T |de20a180 | STEAM 74+6 | 69+4 | 33+6 | 42+2 | 60+3 | 59+3 / / /
(SAT)
(Renetal. 2008) | Sujet
?z:ge”e 7T |de20a180 | STEAM 67+8 | 63+5 | 30+6 | 39+3 | 55+4 | 58+3 / / /
0SSeuse)
(Schick et al. 1993) | Humain | 1,5T | de50a350 | PRESS 200 / 9 30 80 60 / / 70
(Lundbom et al. . . 264 +
2009) Huiles 15T | de50a300 PRESS 32 76+4 / / / / / / /
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Estimation de la composition lipidigue

Les parametres ndb et nmidb peuvent étre déterminés a partir des amplitudes de

chaque composante AOk calculées précédemment a partir des relations suivantes :

i AO pic5.3+pic5.2
AO pic0.9
AQ e 1 0 2 O Cste
A0 . 0O 0 0 2 CL
R - /9% (4.4)
A0 pic201 0O 0 4 -4 ndb
AOpiCo_9 24 6 -8 2 nmidb
AO picl.3
L AO pic0.9 i
D’ou le vecteur parametre :
i AO pic5.3+ pic5.2 ]
AO pic0.9
Cste 1 0 2 AD icos
CL 0O 0 2 A0
= pinv /9 |x pieos (4.5)
ndb 0 0 4 -4 AD o0
nmidb -24 6 -8 2 AO pic0
AO picl.3
L AO pic0.9 i

Ou pinv représente la pseudo matrice inverse de Moore-Penrose.

Dans la suite nous comparons les estimations de ndb et nmidb déterminées par cette
relation aux valeurs mesurées par chromatographie en phase gazeuse (CG). De trés bonnes
corrélations sont trouvées entre les mesures réalisées sur le spectre lipidique et les analyses en
CG (r =1 pour nmidb et r = 0.99 pour ndb, figures 4.5 et 4.6). Cependant, nous observons un
biais systématique pour les ndb correspondant a une sous-estimation de 0,53 point par rapport

aux mesures en CG.
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ndb

y=0,99x-0,49 1 RPC: 0,17 (9,6%)
5 r2=0.99 CV: 2,6%
’ 0)
SSE=0,06 _QO 0.5
E 4 n=10 'g
n 1
0 0
° z
- 5 P S— e — -0,36 (+1,96 SD)
T 0.5 Jogn = —— 0,53 [p=0,00]
............................................... 0,60 (1.965D)
2 -1
2 3 4 5 2 3 4 5
ndbCG (ndbCG + ndbSRM)/Z

Figure 4.5: Courbe de correlation (a gauche) et Bland-Altmann (a droite) de ndb (nombre
moyen de double liaision par triglycéride) mesuré par SRM ou CG (chromatographie en phase

gazeuse). Ces graphes nous montrent une tres bonne corrélation entre les deux mesures avec une
sous-estimation de ndb par SRM de 0,53.

nmidb
31y=1,01x+0,05 1 RPC: 0,09 (13%)
2 Q CV: 4,9%
?=1,00 e
= SSE=0,02 S 05
22 4=10 g 0,15 (+1,96 SD)
a” ! e e m——— 0,05 [p=0,01]
° 2 -0,04 (-1,96 SD)
E 4 &
3 -0.5
E
[
0 -1
0 1 2 3 0 1 2 3
nmidbCG (nmldbCG + nmldbSRM)/Z

Figure 4.6 : Courbe de correlation (a gauche) et Bland-Altmann (a droite) de nmidb (nombre
moyen de méthyléne interrompant des doubles liaisions par triglycéride) mesuré par SRM ou
CG (chromatographie en phase gazeuse). Ces graphes nous montrent une tres bonne corrélation
entre les deux mesures avec une légére surestimation de nmidb par SRM de 0,05.

Le biais observé sur les mesures de ndb pourrait venir d’un artéfact de déplacement
chimique bien qu’il soit minimisé avec les bandes passantes choisies. Nous pouvons aussi
observer que la valeur du biais est proche de 0,5, ce qui correspond a la valeur soustraite au
rapport 9/2*Apics,3/Apico, €t liée a la contribution de la résonance a 5,2 ppm du glycérol. Nous

ne pouvons distinguer ces deux résonances et en utilisant les relations ci-dessus, nous faisons
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I’hypothése que ces deux résonances évoluent pareillement avec le TE. Pour nous départir de
cette approximation, il faudrait pouvoir prendre en compte les effets distincts des couplages

scalaires (5,3 couplé au 2,8 et 5,2 couplé aux 4,3 et 4,2) et de la relaxation T2.

Conclusion

La méthode PRESS associée a des TE multiples est un moyen effectif de quantifier les
proportions d’acides gras des différentes huiles. Elle est cependant chronophage car elle
demande d’utiliser plusieurs temps d’écho pour remonter a AOk et T2« ; de plus, en condition
in vivo, I’homogénéité du champ magnétique est moins bonne et le rapport signal sur bruit
inférieur ce qui rend son application clinique tres compliquée. Il serait donc intéressant
d’avoir une méthode du traitement du signal spectroscopique adaptée, similaire a celle décrite
dans le chapitre 2 et qui permettrait de quantifier cette information a partir de 1’analyse d’un
unique temps d’écho mais en ayant des a priori sur les T2k. Cependant la SRM, reste ici

intéressante car elle nous permet de détecter les omégas-3 a des TE longs.

4.1.4. Mesure de la proportion d’omégas 3

Pour le cas des omégas-3, le pic de CH3w3 résonne ici a 0,97 ppm (figure 4.7). Sur les
premiers échos nous pouvons voir que le CH3 résonant a 0,90 ppm forme un multiplet qui se
superpose au pic a 0,97 ppm, alors que ce dernier disparait a des TE plus longs (figure 4.7). 1l
apparait donc pertinent d’utiliser des TE plus long (a partir de 140 ms) pour quantifier les
omégas-3 et mesurer la valeur du temps de relaxation T2 du pic correspondant comme

proposé par Lundbom et al. (2009).

A x10° : : : B XWG‘ i , , , ) . |—TE=15ms

—TE =20 ms
8 1 TE =30 ms
8l 1 TE =40 ms
TE =50 ms
6 TE =80 ms
6F . TE=110ms
TE =140 ms
4 | TE =170 ms
4r 1 TE =200 ms
—TE =230 ms|

—TE =290 ms|

2 N 2 | —TE=350ms
S = S / é —TE =410 ms

0 ; —TE =470 ms
‘ 0 | —TE =530 ms

—TE =590 ms|

11 105 1 095 09 085 08 075 07 11 105 1 095 09 085 08 075 07 |
Déplacement chimique (ppm) Déplacement chimique (ppm)

Figure 4.7 : Spectres a différents TE, A) huile de noix avec 7,69 % d’omégas-3 et B) huile de

sésame avec 0,4 % d’omégas-3. Le groupement de méthyl lié aux omégas-3 est bien visible ici
sous la forme d’un multiplet aux résonances 1,00 - 0,97 -0,94 ppm pour I’huile de noix.
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Pour quantifier la proportion d’omégas-3 on utilise la relation suivante :
PUFAw3 = A00.97ppm/(A00.97ppm + A00.90ppm)

Cependant le calcul de A0 g7,,mest fortement influencé par le groupement voisin. Il
faut se placer a des TEs ou le pic & 0,90 ppm ne se superpose pas au pic a 0,97ppm. Ainsi
nous avons choisi des TE compris entre 350 ms et 590 ms. Il faut noter que sur I’ensemble
des huiles étudiées, le pic de CH3w3 est distinctement visible pour 6 huiles (avocat, lin, noix,
colza, pistache et olive). Pour les autres, il est confondu avec le pic voisin. En utilisant 5 TE
allant de 350 ms & 590 ms, nous observons une trés bonne corrélation entre les proportions ©3
mesurées par SRM et par chromatographie en phase gazeuse (coefficient de corrélation de
Pearson = 0,997, p < 0,001 et coefficient de corrélation de Spearman = 0,954, p < 0,001,
figure 4.8).

Proportion d'omégas-3 en %

704 Approximation linéaire (GC) (SRM)
60 avocat 0,4 0,8

o 50_- y=2,10x + 0,50 lin 34,37 71,8
< 40 r?=0,993 noix 7,69 19,1
Zjpa colza 4,6 14,2
5 pistache 0,5 1,3
5 207 olive 0,5 1,1
= 104 sesame 0,4 0,2
04 tournesol 0,3 0,0
104 ; , : . : : ! — pepin_raisin 0,3 0,0
5 0 5 10 15 20 25 30 35 [N 0,22 0.1

Valeur théorique

Figure 4.8 : Estimation des proportions d’omégas-3 (®3) a partir d’une séquence PRESS avec
correction en T2 (PRESS : 5 TE =350 410 470 530 590 ms, TR = 3 s, 32 accumulations).

En prenant en compte toutes les huiles, le SNR moyen était de 220 + 40, 174 + 47, 123
+ 38, 127 + 80, 79 + 41 pour des TE de 350, 410, 470, 530, 590 ms respectivement. Le SNR
étant plus faible, le bruit peut avoir un impact sur le calcul des aires sous les pics. Le T2
moyen est estimé a 550 + 470 ms [200 a 1680 ms] pour le pic a 0,97 et a 270 + 38 ms pour le
pic a 0,90 ppm. L’estimation du temps T2 des omegas-3 a un écart-type élevé vis-a-vis de la
moyenne (CV de 85%). Il faut noter ici que la valeur du T2 apparent augmente en fonction de
la concentration d’omégas-3 (coefficient de corrélation de Pearson = 0,943 et de Spearman =
0,691). En prenant uniquement les huiles avec une faible concentration d’omégas-3, le T2

apparent est de 300 ms, ce qui est proche de celui du groupement a 0,90 ppm. Les huiles de
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lin, noix et colza ont respectivement un T2 apparent des omégas-3 estimé a 1680 ms, 970 ms
et 790 ms.

Lundbom et al. (2009) ont estimé la proportion d’omégas-3 a partir d’un seul TE de
140 ms et donc sans faire de correction du T2 apparent. Ils reportent des valeurs SRM sous-
estimées d’un facteur 10 par rapport a la chromatographie en phase gazeuse. Pour comparer,
nous avons calculé la proportion d’omégas-3 a partir d’'un TE de 140 ms. Nos résultats
montrent que les valeurs SRM sont surestimées de 1,4 fois les valeurs CG avec des valeurs
tres incohérentes pour les huiles de sésame, tournesol, pépin de raisin et noisette. Ces valeurs
aberrantes peuvent s’expliquer par le fait que la résolution spectrale n’était pas suffisante

entre les deux groupements de méthyl, résultant en un chevauchement des pics de résonance.

Bien que nous observions une tres bonne corrélation, les proportions estimées sont
supérieures aux valeurs théoriques. Ceci indiquerait que la concentration de CH3 résonnant a
0,90 ppm est sous-estimée ou bien que la concentration de CH3w3 est surestimée, en
considérant les résultats de la chromatographie en phase gazeuse comme étant la référence.
Par ailleurs, le groupement de méthyl CH3w3 est complexe a modéliser. Dans la littérature, il
a éte reporté que la J-modulation impacte 1’estimation de A0 et T2 du groupement de méthyl
(Yahya et Fallone 2010). Le choix des valeurs de TE fondé sur les travaux de Lundbom et al.
(2009) est peut-étre a redéfinir et étudier plus profondément. Il faudrait pouvoir caractériser
les couplages scalaires J. Dans ce but, nous avons exploité I’expérience utilisant un
échantillonnage plus fin en TE (TE =n*16, n = 1...100). La figure 4.9 montre les effets de la
J-modulation sur nos intégrations pour les pics d’oléfinique (5,3 ppm), de diallylique (2,8
ppm), de méthylene (1,3 ppm) et de méthyl (1-0.88 ppm). Pour les groupements
« oléfinique », «diallylique » et « méthyl », les courbes ne suivent pas parfaitement une

évolution suivant une exponentielle décroissante comme modélisé précédemment.
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Figure 4.9 : Evolution de I’aire sous la courbe (ASC) des différents pics de résonance (A, méthyl
de 0,75 a 1,05 ppm ; B, méthyléne de 1,15 a 1,46 ppm ; C, diallylic de 2,62 a 2,92 ppm ; D,
oléfinique de 5,1 a 5,5 ppm). Les ASC des pics 0.9, 2.77 et 5.3 présentent des oscillations dues a la
modulation J. (Cas de I’huile de noix).

Toutefois quand nous essayons de seéparer le méthyl lié aux omégas-3 (0,97 ppm) de
celui des autres acides gras (0,90 ppm), nous pouvons constater une plus forte modulation
pour le pic a 0,97 ppm que pour le groupement a 0,90 ppm (figure 4.10). Par transformée de
Fourier de ce signal, nous avons mesuré un couplage J de 7,35 Hz. Ces J-modulations peuvent
affecter I’estimation du T2 et de I’amplitude A0 du pic lié aux omégas-3 et donc altérer la
quantification. Le multiplet centré & 0,90 ppm ne laisse visible qu’un pic au-dela d’un TE de
80ms.
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Figure 4.10 : Evolution de I’aire sous la courbe (ASC) des différents pics de résonance (A,
méthyl de 0,88 a 0,92 ppm ; B, méthyl des omégas-3 de 0,95 a 0,99 ppm). Les ASC du pic 0.97
présente de fortes oscillations dues a la modulation J. Pour les TE plus petit que 200 ms, ’ASC
de pic0.97 peut étre entaché par le multiplet avoisinant. (Cas de I’huile de noix avec 7,69 %
d’omégas-3). Les points bleus représentent les échos pris pour le calcul de la proportion
d’omégas-3.

Les figures 4.11 et 4.12 montrent une visualisation 3D des spectres acquis a différents

TE pour le groupement de méthyl et d’oléfinique.
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Figure 4.11 : Visualisation 3D et 2D de I’amplitude du spectre dans la région 0,92-1,02 ppm
(méthyl des ®3). La J-modulation fait osciller I’intensité du signal en fonction du TE. La
variation des pics secondaires forme ici un angle de 53,7° avec I’axe principal.
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Figure 4.12 : Visualisation 3D et 2D de ’amplitude du spectre dans la région 5,10 - 5,55 ppm
(oléfinique). La J-modulation fait osciller ’intensité du signal en fonction du TE.

Temps d'écho (en ms)

La prise en compte des couplages J dans la simulation de spectre permettrait de créer
des spectres plus réalistes. Cependant, ceci nécessite de les caractériser, par exemple, avec
une séquence de spectroscopie 2D J-résolue (Dreher et Leibfritz 1995) et une séquence COSY
pour identifier les résonances couplées. Il existe aussi des codes Matlab permettant de faire

des simulations avec le formalisme quantique comme Spinach

(http://spindynamics.org/Spinach.php) et de tester I’effet des impulsions RF sur I’évolution du
signal. Cependant, ici le systeme de spins est trés complexe et n’a pas pu étre modélisé avec
Spinach. En I’absence de caractérisation, nous avons simulé les couplages J avec le site

www.nmrdb.org (tableau 4.4) qui est un simulateur de spectre RMN a partir d’une molécule

définie.

Tableau 4.4 : Récapitulatif des valeurs des couplages scalaires J entre le systéme de spin A et le
systéeme B.

A B Jag (en Hz)
CH= (5,3 ppm) CH= (5,3 ppm) 15,65
CH= (5,3 ppm) CH:CH-C%Er-n(;H:CH (2,8 6,86
CH= (5,3 ppm) CH=CH-CH2-CH3 (2,1 ppm) 6,93
CH= (5,3 ppm) CH=CH-CH2-CH2 (2,03 ppm) 7,36
CH=CH-CH2-CH3 (0,97 ppm) CH=CH-CH2-CH3 (2,1 ppm) 7,54
CH2-CH2-CH3 (0,90 ppm) (CH2)n 7
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4.2. J-édition (MEGA-PRESS)

Nous avons vu dans la partie précédente que la modulation due au couplage scalaire J
pouvait perturber 1’estimation de la proportion d’omégas-3. Dans cette optique, nous avons
alors pensé a utiliser une séquence de J-édition afin d’exploiter le couplage J pour détecter de

maniere selective le signal de certaines résonances (2,8 ppm et 0,97 ppm).

Récemment, Lindeboom et de Graaf ont utilisé une séquence MEGA-sLASER sur le
tissu adipeux et dans le muscle chez ’humain afin d’estimer la proportion de polyinsaturés
(Lindeboom et de Graaf 2018). Le but était de découpler les spins résonants a 5,3 ppm de
ceux résonants a 2,8 ppm. Pour cela, la résonance a 5,3 ppm est saturée en appliquant une
impulsion de refocalisation sélective en fréquence (spectre ON) puis une nouvelle acquisition
est réalisée en déplagant I’impulsion sur une partie du spectre sans résonance (spectre OFF).
La soustraction des deux spectres permet alors de conserver seulement les pics de résonance

couplés au pic de 5,3 ppm.

Sur le méme principe, il est possible de conserver seulement le pic d’omegas-3 en
supprimant le pic a 0,90 ppm. Le pic de méthyl a 0,90ppm est couplé au (CH2)n résonant
autour de 1,3 ppm. Cependant, lorsqu’il y a une double liaison sur le troisiéme carbone, le
groupement de CH2 ne résonne plus a 1,3 ppm mais a 2,1 ppm. Nous pouvons alors imaginer

saturer le pic a 2,1 ppm pour le spectre ON (Skoch, Tosner, et Hajek 2014).

Dans un premier temps, la séquence MEGA-PRESS a été implémentée sur 1I’imageur
préclinique a partir de la séquence PRESS de base et des travaux de référence (Mescher et al.
1998). La modification consiste a ajouter deux impulsions de refocalisation a 180° et
sélectives en fréguence avant et apres la derniére impulsion 180° sélective spatialement de la
séquence PRESS initiale (figure 4.13). L’ajout des deux impulsions sélectives en fréquence
rallonge le TE minimum. De plus, si nous voulons que la bande passante de 1I’impulsion soit
assez fine pour ne sélectionner qu’une résonance, ceci implique une augmentation de la durée

d’application de I’impulsion ce qui impacte egalement le TE minimum.
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Figure 4.13 : Chronogramme de la séquence MEGA-PRESS. Les ajouts de gradients et
d’impulsions RF apportés a la séquence PRESS sont représentés en bleu. Les impulsions de 180°
représentent les impulsions sélectives en fréquence du module MEGA. Figure modifiée a partir
de (Mescher et al. 1998).

4.2.1. Application de la MEGA-PRESS en ciblant Iles

groupements liés a la poly-insaturation

Nous avons testé la séquence en saturant le pic de 5,3 ppm en utilisant I’impulsion
sélective avec un offset de 800 Hz par rapport au pic de méthyléne (impulsion MEGA de
forme gaussienne : bande passante de 322 Hz, temps d’application de 5 ms), comme proposé
dans les travaux de (Lindeboom et de Graaf 2018). Cependant, nous avons été confrontés a
des différences de phases entre les deux acquisitions (ON, OFF). Pour pouvoir faire une
soustraction, il faut que les deux spectres ne different que du fait du découplage.
Malheureusement, sur nos données la soustraction présentait de nombreux résidus de pics dus
a un recalage des spectres imparfaits. Cependant, en comparant les deux spectres ‘ON’ et
‘OFF’, nous pouvons observer un rehaussement (attendu) de I’amplitude des pics résonants a
2,8 ppm et 2,1 ppm (figure 4.14), qui serait lié au phénomeéne de découplage. Nous pouvons
aussi relever des effets sur les pics a 4,2 et 4,3 ppm (-CH2-COO-) liés au pic a 5,2 ppm (-CH-

COO-) saturé en méme temps que la résonance a 5,3 ppm.
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Figure 4.14 : Spectres acquis avec une séquence MEGA-PRESS (TE =35 ms, TR =5 s, 8
accumulations) sur I’huile de noix (A) et I’huile de sésame (B). Les spectres ‘ON’ avec
P’activation du module MEGA sont représentés en bleu et les spectres ‘OFF’ en orange
(impulsion MEGA avec atténuation a 150 dB). Nous observons un rehaussement du signal pour
les pics a 2,8 ppm et 2,1 ppm qui sont couplés avec le pic a 5,3 ppm.

4.2.2. Application de la MEGA-PRESS en ciblant les

groupements liés aux omégas-3

Apres avoir testé la séquence sur le pic de 5,3 ppm, nous pouvons imaginer ’utiliser
avec un offset de 160 Hz correspondant a la différence fréquentielle a 4,7T entre le pic a 2,1
ppm (CH=CH-CH2-CH3) et le pic de méthyléene a 1,3 ppm. Le but est d’observer un
rehaussement au niveau du pic de méthyl des omégas-3. Une des contraintes principales ici
est qu’au voisinage du pic a 2,1 ppm, résonnent d’autres groupements de protons. Il s’agit
alors de trouver un bon compromis entre la largeur de la bande passante (BP) et la durée
d’impulsion MEGA. Par exemple, une impulsion gaussienne de 60 ms nous permettait de
réduire la BP & 26 Hz soit 0,13 ppm & 4,7T. Nous voulons distinguer le groupement de méthyl
des omégas-3 par rapport aux autres, 1’un étant couplé au groupement résonant a 2,1 ppm et
I’autre a celui a 1,3 ppm (cf tableau 4.4). Ainsi, nous pouvons utiliser une impulsion
beaucoup plus courte de 8 ms, de bande passante de 201 Hz, soit 1 ppm a 4,7T en veillant a
ne pas affecter le pic a 1,3 ppm qui peut s’étaler de 1,16 a 1,46 ppm. La figure 4.15 nous
montre un rehaussement de signal dans la région de la résonance a 0,97 ppm. Nous observons
également un effet sur le pic d’oléfinique a 5,3 ppm surement d au fait que la résonance a
2,03 ppm couplée au 5,3 ppm soit aussi saturée par 1’impulsion de refocalisation de la
séquence MEGA. La ligne de base dans la région excitée (Figure 4.15 C) sur le spectre ON
n’est pas plate et difféere de fagon notable du spectre OFF augmentant la difficulté de
I’interprétation de la soustraction des deux spectres. Un pic a 1,56 ppm apparait sur le spectre

‘ON’ légeérement décalé par rapport au pic attribué au groupement -CH>-CH,-CO- résonnant
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ici @ 1,62 ppm (Figure 4.15 C) qui lui est couplé a la résonance 2,23 ppm aussi impacté par

I’impulsion de refocalisation de la séquence MEGA.

6
A x10 B 10°

4 —MEGA-PRESS on
MEGA-PRESS off

15 —MEGA-PRESS on
—MEGA-PRESS off

2 |
0 —~fi— ot w | | | |
) 4 3 2 1 1.2 1 0.8 0.6
Déplacement chimique (en ppm) Déplacement chimique (en ppm)
C «x 105
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—MEGA-PRESS off
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Figure 4.15 : Spectres acquis avec une séquence MEGA-PRESS (TE =33 ms, TR =5 s, 8
accumulations) sur ’huile de colza : A) spectre de 0,5 a 5,8 ppm, B) zoome sur les groupements
de méthyls et C) zoom sur la région 1,3 a 5,8 ppm. Les spectres ‘ON’ avec ’activation du module
MEGA sont représentés en bleu et les spectres ‘OFF’ en orange (impulsion MEGA avec une
atténuation a 150 dB). Nous observons un rehaussement du signal pour le multiplet centré a 0,97

ppm.

4.2.3. Implémentation du spectre OFF

Il existe plusieurs possibilités de faire un spectre ‘OFF’ : soit en prenant la séquence
PRESS initiale en veillant a respecter les durées t1 et t2 (figure 4.13), soit en utilisant les
impulsions MEGA en ajustant le facteur d’atténuation pour avoir un angle de bascule de 0°,
soit en gardant une impulsion de 180° mais en modifiant 1’offset sur une zone du spectre sans
résonance. Pour les analyses précédentes, nous avons utilisé une atténuation de 150 dB (angle
de bascule ~0°) pour les spectres ‘OFF’ cependant ce choix peut étre remis en question en
raison de la présence de résidu anormale aprés la soustraction des spectres. Nous comparons
alors I’impact du choix du spectre ‘OFF’ sur la différence entre les spectres ‘ON’ et ‘OFF’.

L’observation faite ci-apres a €té réalisée sur une unique session et devrait faire 1’objet d’une

A. Nemeth — Mémoire de these
126 |

Chapitre 4 : Develok)pements expérimentaux
e est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon. fr/publ|cat|on/2018LYSEI089 hese.pdf

©[A Nemeth] [2018], INSA Lyon, tous droits réservés



étude plus systématique. L’utilisation de la séquence PRESS de base pour faire le spectre
‘OFF’ ne semble pas étre une bonne idée car il persiste un plus grand résidu au niveau du pic
a 1,3 ppm en comparant avec une impulsion MEGA d’atténuation 150 dB ou avec un offset
de -1200 Hz (figure 4.16). L’utilisation d’une impulsion MEGA avec un offset éloigné de
toutes résonances semble étre I’option qui présente le moins d’artéfacts avec le plus faible
résidu au niveau des résonances proches de 1 ppm mais un résidu persiste au niveau dans la

région a 1,3 ppm.

Différence spectre ‘ON’ et spectre ‘OFF’

spectre ‘OFF’ réalisé avec
une séquence PRESS

Dregpr == spectre ‘OFF’ réalisé avec une
& séquence MEGA-PRESS avec une
atténuation de 150 dB pour
10 . Vimpulsion MEGA

0—7 g /it spectre ‘OFF’ réalisé avec une
séquence MEGA-PRESS avec un offset
31 de -1200 Hz pour 'impulsion MEGA

-10

f f i f f
5 4 3 2 1
Déplacement chimique (en ppm)

Figure 4.16 : Différence entre un spectre ‘ON’ (séquence MEGA-PRESS, offset = 800 Hz, Bande
passante impulsion MEGA = 322 Hz, TE = 70 ms, TR = 5 s, 1 accumulation). Trois différentes
facons d’acquérir le spectre ‘OFF’ ont été testées : avec une PRESS (A), avec une MEGA-
PRESS (B, C). Pour le B, I’atténuation de I’'impulsion MEGA est mise a 150 dB (angle de 0°),
I’offset est inchangé par rapport au spectre ‘ON’. Pour le C, seul I’offset est modifié¢ a -1200 Hz
par rapport au spectre ‘ON’. La présence de tous pics positifs ou négatifs, en dehors des
résonances a 5,3, 4,3, 4,2, 2,8 et 2,03 ppm, est considérée comme anormale. L’option C présente
in fine le moins d’artéfacts.

4.2.4. Conclusion

Grace a I'utilisation de la MEGA-PRESS nous avons pu voir que la résonance a 5,3
ppm était bien couplée aux résonances a 2,8 ppm et 2,03 ppm de méme pour la résonance a

2,1 ppm avec le groupement de méthyl des omégas-3 a 0,97 ppm. Cependant, il semble
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difficile a ce stade de faire de la quantification avec les spectres acquis a cause d’une
différence de phase entre les deux spectres ‘ON’ et ‘OFF’. Si visuellement, le recalage des
spectres peut paraitre bon, la différence des deux spectres montre souvent des résidus
importants au niveau de la résonnance centrale ici le pic a 1,3 ppm. Ceci est d’autant plus
problématique que dans le cas des omégas-3, la résonance du méthyl résonne proche du pic a
1,3 ppm. Précédemment, nous avions évoqué I’utilisation d’une séquence J-résolue. Avec une
séquence COSY pour caractériser les corrélations des résonances, nous pourrions aussi
implémenter le module MEGA sur ces deux séquences pour essayer de faire de spectroscopie
2D J-édition.

4.3. Imagerie spectroscopique EPSI : Comparaison
avec la séquence MGE et la sequence PRESS

Nous avons vu dans le chapitre 3 qu’il était possible de remonter aux paramétres ndb
et nmidb avec une séquence multi-écho de gradient (MGE) et un traitement post-acquisition
dédié. Dans ce cas-1a, le signal était faiblement échantillonné temporellement (8 échos) et ne
permettait pas de reconstituer un spectre résolu comme en SRM. Cependant, le spectre reste
un outil intéressant, il permet une inspection visuelle et une distinction des différentes
résonances notamment celles liées aux omégas-3 comme vu précédemment. Dans le but de
faire de I’imagerie des omégas-3, pouvoir disposer d’une séquence d’imagerie qui permette
un échantillonnage temporel pour avoir un spectre suffisamment résolu serait un atout. Nous
parlons alors d’imagerie spectroscopique. Une des séquences disponibles sur I’imageur
précliniqgue 4,7T est la séquence EPSI (Echo Planar Specoscopic Imaging). Son
implémentation est trés similaire a la séquence MGE avec des paramétres similaires. Dans
cette partie, nous nous attacherons a comparer les deux types de séquences premiérement au
niveau de la stratégie de ’acquisition du signal RMN puis au niveau de la quantification. Puis
dans la configuration de ’EPSI en écho de spin, nous réaliserons une comparaison avec la
séquence PRESS. Notamment, nous proposerons une stratégie d’acquisition pour évaluer la

proportion d’omégas-3.

4.3.1. Lecture et correction du signal provenant de la séquence
EPSI

Un programme de lecture des données acquises a di étre créé pour pouvoir analyser
les données. Dans un premier temps, il consiste a redistribuer le signal brut (figure 4.17,

TE =20 ms) pour remplir I’espace des k afin d’avoir une image complexe pour chaque
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temps t de I’échantillonnage spectroscopique. Puis des corrections pour corriger le spectre

sont appliqueées.

2000 . . T T T

1000 [ 7

-1000 7

-2000 7

-3000 7

-\4DDD 1 1 1 1 1

Figure 4.17 : Signal brut acquis avec la sequence EPSI

Dans un premier temps, nous effectuons une correction de la phase temporelle d’ordre
zéro. En effet, les échos pairs et impairs n’ont pas la méme phase temporelle d’ordre zéro
(figure 4.18) dd aux gradients de lecture dont la polarité est positive dans un cas et négative

dans ’autre.
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Figure 4.18 : Déroulement des premiers points de la phase temporelle.

La correction consiste a approximer par une droite les premiers points de la phase
déroulée pour les échos pairs d’un coté et impairs de 1’autre. Nous récupérons alors la phase
d’ordre zéro des deux signaux (qo1 et ¢o2) et corrigeons les échos pairs en multipliant par
exp(i(po1 -9o02)) (figure 4.19 A). Une fois que tous les échos ont la méme phase d’ordre zéro,

nous les corrigeons en les multipliant par la phase temporel du premier point (figure 4.19 B).
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Figure 4.19 : Les différentes étapes de la correction du spectre.

Il reste cependant encore des distorsions dans le spectre reconstruit. Celles-ci sont
dues au fait que le TE et le TE effectif sont différents. Dans le cas presenté ici, le TE est égal
a 20 ms alors que le TE effectif est de 21,18 ms. Nous appliquons donc une correction afin de
reconstruire les premiers points manquants, nous utilisons pour cela une « prédiction

linéaire » (figure 4.19 C).

4.3.2. Comparaison de la séquence EPSI-FID avec Ila

séquence MGE

La comparaison des deux sequences se fait a plusieurs niveaux : 1) sur les

chronogrammes et 2) sur le signal acquis.

4.3.2.1. Comparaison des chronogrammes
Les sequences MGE et EPSI-FID (dans sa configuration écho de gradient) ont des

chronogrammes tres similaires en theorie (figure 4.20 et 4.21), avec un gradient oscillant dans

la direction de la lecture afin d’acquérir les différents échos (utilisation de gradient bipolaire).
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Figure 4.20 : Chronogramme de la séquence multi-écho de gradient (MGE) avec I’utilisation de
gradient bipolaire, extrait de la documentation de Bruker.
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Figure 4.21 : Chronogramme de la séquence EPSI en mode écho de gradient, extrait de la

documentation de Bruker.

Cependant, sur I’imageur préclinique Bruker, I’EPSI differe par la possibilit¢ de

réduire le ATE (« echo spacing ») entre deux échos permettant alors une meilleure résolution

spectrale. Pour cela, a résolution spatiale égale, des points sont acquis pendant la montée et la

descente des gradients. Dans I’implémentation de la séquence MGE (figure 4.20), un délai (~

1 ms) est appliqué entre deux gradients de lecture ce qui augmente un peu plus le ATE

minimum. En revanche, la séquence MGE permet d’avoir un TE minimum plus petit que pour

la séquence EPSI. En effet, dans I’implémentation de cette dernicre (figure 4.21), le gradient
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de déphasage appliqué suivant la lecture n’est pas appliqué en méme temps que le gradient de

phase, ce qui est le cas dans la MGE.

4.3.2.2. Parameétres d’acquisition
Dans le contexte de la quantification lipidique, nous souhaitons appliquer les mémes

méthodes d’analyse que celles utilisées dans les chapitres précédents pour la séquence MGE
(ou encore appelée CSE-MRI). A 4,7T, le ATE recherché (équation 1.27 chapitre 1) est de
0,73 ms (noté ATEw). La séquence MGE de I’IRM préclinique ne nous permet pas d’atteindre
ce temps inter-écho de 0,73 ms. Nous sommes donc obligés de faire trois acquisitions et
d’entrelacer les échos afin d’obtenir un écart effectif de 0,73 ms entre les échos. Pour la MGE,
chaque train d’échos comprend 8 échos, le ATE était de 2,19 ms, le 1°" TE est respectivement
de 1,49 ms (~2 x ATEw), 2,19 ms (3 X ATEw), et 2,92ms (4 x ATEw) pour les trois
acquisitions. Pour I’EPSI-FID, il est possible de faire un pas plus fin, nous avons donc choisi
un ATE de 0,371 ms (soit ~ATE/2) avec le maximum de points soit 512. Cependant, le 1*
TE de I’EPSI-FID est fixé a 4,02 ms (5,5 x ATEw). La géométrie est identique pour les deux
séquences : épaisseur de coupe de 2 mm, taille de la matrice de 64 x 64 et champ de vue a 32
x 32 mm?. L’¢écho de gradient est réalis¢ avec une impulsion RF a 90°, I’effet du T1 n’est
donc pas negligeable, cependant ici nous travaillons sur des huiles pures dont le T1 est plus
court que I’eau (~500 ms). Pour les deux séquences, le TR est de 1,5 s et deux accumulations
du signal sont réalisées. Ce protocole a été appliqué sur un fantdme constitué de deux tubes
d’huiles de noix et de colza (1,2 cm de diamétre et 7,5 cm de longueur) plongés dans un tube

d’eau (2,8 cm de diamétre et 11,5 cm de longueur).

4.3.2.3. Comparaison des signaux acquis
Les échos des deux séquences ne correspondent pas parfaitement, cependant

I’amplitude du signal semble équivalent au plus proche voisin (figure 4.22). Nous constatons
cependant, que le pas d’échantillonnage choisi pour la séquence MGE entrelacée ne permet
pas de suivre correctement les oscillations comme celles observables avec la séquence EPSI-
FID.
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Figure 4.22 : Comparaison de I'évolution du signal avec une séquence EPSI-FID et MGE
entrelacé. L’entrelacement des signaux MGE nécessite une correction préalable de la phase des
données

Dans I’optique d’utiliser un traitement post-acquisition qui modélise ces oscillations
comme utilisé dans les précédents chapitres, la séquence EPSI-FID serait une meilleure
candidate. Avec ’EPSI-FID, le pas d’échantillonnage dans la dimension spectroscopique
n’est pas aussi limité qu’en MGE et propose une solution adaptée a la quantification lipidique
dans le cas des études a plus au champ pour lequel le ATEw sera encore plus petit (exemple a
11,7 T, ATEw = 0,293 ms). En préclinique, la séquence EPSI serait donc la plus adaptée.

4.3.3. Comparaison des deux motifs d’EPSI : EPSI-FID et EPSI-
SE

Dans cette section, nous allons comparer les signaux acquis avec les deux motifs
possibles de la séquence EPSI, a savoir avec un écho de spin (EPSI-SE) ou avec un écho de
gradient (EPSI-FID).

4.3.3.1. Parameétres d’acquisition
Pour comparer les deux types de séquences, nous utilisons des parameétres

équivalents : TE de 15 ms, TR de 1,5 s, résolution temporelle de 0,371 ms, 2 accumulations
du signal, taille de matrice de 64 x 64, champ de vue de 32 x 32 mm?. L’écho de gradient est
réalisé avec une impulsion RF d’angle 90°. Ce protocole a été appliqué sur un fantome

constitu¢ de deux tubes d’huiles d’olive et de noisette plongés dans un tube d’eau.

4.3.3.2. Comparaison des signaux acquis
L’utilisation d’un écho de spin a la place d’un écho de gradient permet de refocaliser

I’effet des inhomogénéités de champ magnétique. . In vitro, ces inhomogéneités sont moins
importantes qu’in vivo et les signaux semblent étre equivalents sur les premiers points.

Cependant, le signal temporel de I’EPSI-FID presente des modulations d’amplitude a la fin du
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signal qui correspond aux derniers echos. Ici, nous avons utilisé un échantillon constitué de
deux tubes d’huiles insérés dans un tube d’eau. En utilisant, une excitation d’angle 90° et un
TR de 1,5 s, la résonance de I’eau n’a pas le temps de relaxer entiérement. Un résidu de cette
résonance pourrait persister au moment de I’encodage spatial. De plus, sur le spectre orange
(figure 4.23), nous observons des oscillations autour de la résonance a 4,7 ppm,

caractéristiques d’un signal tronqué.
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Figure 4.23 : Comparaison du signal de la séquence EPSI-SE (avec un écho de spin) et EPSI-FID
(avec un écho de gradient acquis sur un tube d’huile d’olive plongé dans un tube d’eau. Les
parameétres sont identiques : TE = 15 ms, résolution temporelle de 0,371 ms, 2 accumulations du
signal, taille de matrice de 64 x 64, champ de vue de 32 x 32 mmz2. Les amplitudes du signal en
temporel (A) et en fréquentiel (B) sont ajustées pour étre égales. La décroissance du signal
semble similaire dans les deux cas sur les premiers points. Le signal temporel d’EPSI-FID
semble présenter une modulation d’amplitude supplémentaire

Une prochaine étape serait de comparer I’EPSI-FID avec EPSI-SE et MGE dans une
configuration plus adaptée a 1’étude in vivo. Notamment, I’EPSI-FID avec un angle de
bascule plus petit permettrait de réduire 1’effet du T1 et permettrait d’utiliser des TR plus
courts pour réduire les temps d’acquisition (ici de 3 min 12 s pour une coupe). Dans cette
configuration, la séquence se rapprocherait plus de celle de MGE utilisée dans les autres
chapitres. Dans ce cas, nous pourrions adapter les traitements post-acquisition utilisés dans le

troisiéme chapitre pour modéliser le signal provenant de ’EPSI-FID. L implémentation de la
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séquence EPSI ne semble pas présenter de gradients de brouillage, qui permettrait de déphaser
I’aimantation transversale persistante, contrairement a la MGE. Ceci pourrait étre une
amélioration a apporter a la séquence et permettrait d’utiliser des angles de basculement de

I’aimantation et des temps de répétition plus faibles.

4.3.4. Comparaison de la séquence EPSI-SE avec la sequence
PRESS

Dans cette section, nous allons comparer les signaux acquis avec la séquence EPSI-SE

(avec un motif d’écho de spin) et ceux acquis avec une séquence PRESS (double écho de
spin).
4.3.4.1. Parameétres d’acquisition

Pour comparer les deux types de séquences, nous utilisons un TE de 10 ms. Pour
I’EPSI les paramétres étaient : TR de 1,5 s, 1 accumulation, résolution temporelle de 0,422
ms, 512 points, taille de matrice de 64 x 64, champ de vue de 30 x 30 mmz2, épaisseur de
coupe de 5 mm, temps d’acquisition de 48s. Pour la PRESS les paramétres étaient : TR de 3s,
16 accumulations, résolution temporelle de 0,249 ms, taille du voxel de 5 x 5 x 5 mm?3. Ce
protocole a été appliqué sur un fantdme constitué de trois tubes : d’huiles de lin, de noix et de

colza.

4.3.4.2. Comparaison des signaux acquis
Nous observons sur la figure 4.24, des signaux tres similaires entre les deux

séquences. Sur le spectre de I’EPSI, le pic a 5,3 ppm est légérement décalé par rapport a la
PRESS.
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Figure 4.24 : Comparaison du signal de la séquence EPSI-SE (TE = 10 ms, pas d’échantillonnage
= 0,42 ms/pt) avec la séquence PRESS (TE = 15 ms, pas d’échantillonnage = 0,24 ms/pt) sur
I’huile de lin. Les amplitudes du signal en temporel (A) et en fréquentiel (B) sont ajustées pour
étre égales. La décroissance du signal semble similaire dans les deux cas.

Les amplitudes des pics de résonance semblant étre tres similaires a la PRESS, des
traitements équivalents a ceux réalisés dans la premiére partie de ce chapitre peuvent aussi
étre appliqués. L’EPSI-SE permet d’avoir in vitro des spectres bien résolus comme en

témoigne la figure 4.25.
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Figure 4.25: EPSIa TE=10ms BP = 11,8 ppm TR = 1,5 s, épaisseur de coupe 5 mm, FOV de 30
x 30 mm?, matrice de 64 x 64, temps d’acquisition 48s. Le point lumineux au centre de I’image
fait état de la présence d’une composante continue dans I’espace de Fourier, cet artéfact peut
étre supprimé en faisant deux accumulations du signal.

Les paramétres utilisés sont un bon compromis entre résolution spatiale et spectrale.
Nous allons maintenant essayer de remonter aux parameétres ndb et nmidb liés a la

composition lipidique.
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4.3.4.3. Quantification lipidique a partir de la séquence EPSI-SE

0,9 ppm

Figure 4.26 : Représentation 3D du
signal acquis aprés transformée de
Fourier (TF), les deux premiéres
directions sont pour I’encodage
spatial et la derniére offre une
résolution temporelle (ou spectrale
apres TF).

N points
d’échantillonnage
temporel

Pour le calcul des cartographies ndb et nmidb, nous utilisons la 3° dimension dans sa
forme fréquentielle (figure 4.26) et détectons les coupes correspondant aux pics d’intéréts (a
5,3, 2,8 et 0,9 ppm). Les coupes sont sommeées entre elles de telle sorte a avoir une image

correspondante a 1’aire sous la courbe du pic a 5,3 ppm pour chaque pixel (de méme pour les

autres résonances). Par la suite, les cartographies sont estimées comme :

nmidb = Asezs ><g

pic0,9 2
A (4.6)
ndb = ﬁxg—ljlz
pic0,9
Une correction en T2 peut étre aussi apportée, ainsi les équations deviennent :
A w25 XeTE/TZZB 9
nmidb,,, ., = —2 s <
nico,0 X €
A < eTE/T 253 (4'7)
ic5,3
r]dbcorTZ = Ap . TE/T 244 x9-1 / 2
nico,g X €

Les cartographies ndb et nmidb sans correction en T2 des trois huiles (lin, colza et
noix) sont présentées dans la figure 4.27. Les T2 utilisés dans la correction sont tirés de la

premiére partie de ce chapitre avec T22¢=50,6 ms, T253= 43,6 ms et T209= 47,8 ms.
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Figure 4.27 : Cartographies ndb et nmidb estlmees a partir d’une acquisition EPSI-SE (TE 10
ms BP = 11,8 ppm TR = 1,5 s, épaisseur de coupe 5 mm, FOV de 30 x 30 mm?, matrice de 64 x
64, temps d’acquisition 48s)

Nous obtenons alors des résultats cohérents avec ceux de la chromatographie en phase
gazeuse (tableau 4.5).
Tableau 4.5 : Comparaison des valeurs de ndb (nombre de double liaison) et nmidb (nombre de

méthyléne interrompant des doubles liaisons) estimées grace a la séquence EPSI (avec et sans
correction de T2) et par chromatographie en phase gazeuse.

. EPSI EPSI
. Chromatographie : :
Huiles (sans correction (avec correction
en phase gazeuse

T2) T2)

ndb
Noix 4,35 4,10 4,20
colza 3,35 2,71 2,77
lin 5,22 5,22 5,34

nmidb
noix 1,73 1,95 1,93
colza 0,63 0,95 0,94
lin 2,63 2,83 2,80

Ici dans le cas ou nous avons un trés bon SNR pour les spectres issus de I’EPSI, il est
possible de remonter aux cartographies ndb et nmidb sans utiliser 1’ajustement de modéle
avec contraintes comme pour la MGE. Nous avons alors testé une sequence EPSI-SE in vivo
sur une souris saine de masse 37g, a noter que dans ce cas le SNR n’est pas aussi élevé qu’in
vitro. Pour avoir une meilleure résolution spatiale nous avons augmenté le nombre de points
dans la matrice d’encodage (de 64 a 128) et nous avons alors diminué la bande passante

jusqu’a 8,48 ppm (figure 4.28).
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Figure 4.28 : Le premier écho de la EPSI-SE (TE = 15 ms, TR = 1,5 s, 2 accumulations, 1 coupe
de 2 mm, BP = 8,48 ppm, résolution spatiale = 0,25 x 0,25 mm?, taille de matrice = 128 x 128,
résolution spectrale = 3,3 Hz/pts, temps d’acquisition = 6,4 min) est représenté avec le spectre
correspondant a une région définie manuellement.

La ligne de base sur le spectre de la figure 4.28 n’est pas bien alignée dans la région
du pic a 5,3 ppm qui semble étre déphasé par rapport au reste du spectre. Tout comme sur les

huiles, il est possible de remonter aux cartographies ndb et nmidb (figure 4.29).

A Cartographie ndb B Cartographie nmidb
6

0 0

Figure 4.29 : Cartographies ndb et nmidb estimées a partir d’une acquisition EPSI-SE (TE = 15
ms, TR = 1,55, 2 accumulations, 1 coupe de 2 mm, BP = 8,48 ppm, résolution spatiale = 0,25 x
0,25 mm?, résolution spectrale = 3,3 Hz/pts, temps d’acquisition = 6,4 min) sur une souris saine
de 37g.

Sur les cartographies nous observons des variations spatiales dans les valeurs
calculées. Les valeurs de ndb semblent étre surestimées, certainement a cause d’une
surestimation de ’aire sous la courbe du pic a 5,3 ppm qui n’est pas parfaitement aligné avec
la ligne 0. Sur la partie gauche des cartographies, les valeurs de ndb et nmidb semble étre
cohérentes avec ce qui est attendu : ndb de 3,36 et nmidb de 0,78 (proportion de polyinsaturés
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proche de 23% et de mono-insaturés proche de 60 % (Strobel, Hoff, et Pietzsch 2008)). Sur la

partie droite, nous trouvons des valeurs de ndb supérieures a 5, ce qui semble étre aberrant.

Tout comme nous avions fait avec la séquence PRESS dans la premiére partie de ce
chapitre, nous pouvons a présent réfléchir a une stratégie d’acquisition pour la détection des

omeégas-3.

4.3.4.4. Détection des omégas-3
La détection du pic de méthyl des omégas-3 requiére une bonne résolution spectrale

pour distinguer le pic résonant a 0,97 ppm de celui a 0,90 ppm. La stratégie ici adoptée est de
se positionner, avec la séquence EPSI-SE, a un TE long ou la majorité des résonances sont
atténuées, par exemple a 470 ms ou seules les résonances a 5,3 ppm, 1,3 ppm, 0,97 ppm et
0,90 ppm sont encore présentes. Pour améliorer la résolution spectrale, nous avons ici réduit
la bande passante de réception jusqu’a pourvoir distinguer les deux pics mais tout en gérant le
repliement spectral inhérent a I’utilisation d’un ATE supérieur a 1 ms. En effet, pour avoir une
résolution spectrale suffisante, nous avons pris une BP a 3,90 ppm (résolution spectrale de
1,52 Hz/pts). Le groupement résonant a 5,3 ppm se retrouve alors replié sur nos spectres a
1,4 ppm (figure 4.30) avec une amplitude négative. Sur la figure 4.30, nous pouvons voir que
pour chaque huile les deux groupements de méthyl sont bien définis. Des artéfacts sont

cependant toujours présents dans la région autour de -1 ppm.
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Figure 4.30 : Premier écho de la séquence EPSI-SE (TE =470 ms, TR = 1,5 s, bande passante =
3,90 ppm, résolution spectral = 1,52 Hz/pts, résolution spatiale = 0,47 x 0,47 mm?2, épaisseur de
coupe =5 mm, 8 accumulations, temps d’acquisition = 12 min 48 s) accompagné des spectres des
trois huiles aprés transformée de Fourier. La proportion d’omégas-3 est de 34,37 %, 7,69 % et
4,60 % pour les huiles de lin, de noix et de colza respectivement.

Nous avons ici montré qu’il était possible de détecter les omegas-3 avec une séquence
d’imagerie. Il est alors envisageable de faire une cartographie des omégas-3 apres avoir recalé
tous les spectres. Ici une détection du pic maximum pose probleme car pour le lin le pic
dominant est celui des omégas-3 alors que dans d’autres cas c’est celui des autres acides gras.
Pour la suite de ce paragraphe, nous n’avons pas fait de détection automatique et avons traité

le cas du lin a part.

Sur le méme principe que précédemment, nous sommons les images qui correspondent
a I’aire sous la courbe du pic a 0,97 ppm et a 0,90 ppm. La proportion d’omégas-3 est
exprimé comme le Apico,07/(Apico,o7t Apico,00). Il est alors possible de faire une cartographie des

proportions d’omégas-3 (figure 4.31).
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1 Figure 4.31 : Proportion d’omégas-3 issue

d’une séquence EPSI-SE (TE =470 ms, TR =
1,5 s, bande passante = 3,90 ppm, résolution
0.8 spectral = 1,52 Hz/pts, résolution spatiale =
0,47 x 0,47 mm?). En A est positionnée I’huile
0.6 de lin, B) ’huile de colza et C) I’huile noix.
La proportion d’omégas-3 mesurée (Vs
théorique) est de: 11,9 % (vs 4,6 %) pour
0.4 phuile de colza, 17,3 % (vs 7,69 %) pour
I’huile de noix et 64,9 % (vs 34, 37%) pour
0.2 I’huile de lin.
0

En reprenant les valeurs des T2 estimés dans la premiere partie du chapitre a savoir
270 ms pour le pic a 0,90 ppm et 550 ms pour celui a 0,97 ppm. Nous retrouvons des valeurs
proches de celles estimées precédemment a savoir : 11,9 % pour I’huile de colza, 17,3 % pour
I’huile de noix et 64,9 % pour I’huile de lin. Il faut noter cependant que si nous prenons en
compte seulement les 3 trois huiles (lin, noix et colza) pour estimer le T2 moyen du pic de
0,97 ppm, nous trouvons une valeur de 1140 ms. Le calcul des T2 de la composante a 0,97
ppm et a 0,90 ppm est complexe. Mais ici avec un T2 a 200 ms pour le pic a 0,90 ppm et a
1140 pour le pic a 0,97 ppm, les proportions d’omégas-3 trouvées sont plus proches de celle
de chromatographie en phase gazeuse : 4,7 % pour I’huile de colza, 7,1 % pour I’huile de noix
et 37,7 % pour I’huile de lin. Le calcul des T2 serait donc une nouvelle fois clé pour une

estimation correcte des proportions d’omégas-3.

Limitations

Dans cette analyse, nous n’avons utilisé que des huiles avec une forte concentration
d’omégas-3 qui est supérieure aux concentrations attendues in vivo : 2,3% pour la souris (Li,
Fu, et Li 2010). De plus, nous ne I’avons pas testé sur des émulsions pour lesquelles le pic
d’eau poserait probléme car sa résonance se retrouverait proche des résonances d’intéréts. Il
faudrait alors adapter la bande passante de réception (BP) pour éviter ce chevauchement, par
exemple, avec une BP a 6,6 ppm, le pic de 5,3 ppm serait a -1,3 ppm et I’eau a -1.9 ppm. Une
autre possibilité serait d’utiliser un module de suppression d’eau. Toutefois, le facteur le plus
limitant in vivo est la largeur a mi-hauteur des pics qui résulte du temps de relaxation T2*
(proportionnelle & 1/xT2*). In vitro, I’homogénéité du champ local est bonne et permet
d’avoir une largeur a mi-hauteur des pics de 1’ordre de 12 Hz (T2* long de 1’ordre 30 ms). Or,
in vivo le T2* est géneralement plus court (de I’ordre de 20 ms) élargissant les pics. Ceci

rendrait donc difficile la distinction des groupements de methyl. Enfin, un autre facteur
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limitant pour I’utilisation de ce protocole in vivo serait le temps d’acquisition, pour une
matrice de 128 x 128, une coupe et au minimum 8 accumulations, il faudrait compter

~ 26 min.

Toutefois, ce type d’imagerie utilisant des voxels plus petits permettrait d’assurer un
champ local plus homogene que pour la spectroscopie localisée qui utilisait des voxels 100

fois plus grands.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons pu voir qu’il était possible de détecter la présence
d’omégas-3 et de les quantifier sur des huiles avec des séquences PRESS multiple TE. Cette
quantification n’est pas parfaitement égale aux valeurs estimées par chromatographie en phase
gazeuse, mais trés bien corrélées (r = 0,996, p < 0,001). L’estimation des T2 est ici critique
pour assurer une bonne estimation des proportions d’acide gras et d’omégas-3. L’estimation
des parametres ndb et nmidb en utilisant plusieurs TE inférieur a 140 ms est ici tres proche
des valeurs théoriques de chromatographie en phase gazeuse. Cependant, il est évident que le
T2 estimé du méthyl est sous-estimé. Le groupement de méthyl se révéle étre complexe a
modéliser avec des effets de J-modulation sur I’amplitude ou d’une différence possible de T2
entre les différents types d’acide gras. Il est par conséquent plus sujet a des erreurs
d’estimations, pourtant, il est largement utilisé dans la littérature pour normaliser les rapports
d’insaturation et de polyinsaturation (Zancanaro et al. 1994; Corbin et al. 2009; Lundbom et
al. 2010; Hamilton, Yokoo, et al. 2011; Machann et al. 2017). Ce chapitre montre aussi
I’intérét d’utiliser une séquence d’imagerie spectroscopique telle que I’EPSI dans le cadre
d’étude préclinique. A notre connaissance, nous n’avons pas répertori¢ d’autres travaux sur la
quantification des omégas-3 a partir d’une séquence d’imagerie spectroscopique que ceux

présentés dans ce chapitre.
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Conclusion genérale

Motivée par le besoin grandissant de nouveaux biomarqueurs pour évaluer le
métabolisme lipidique, la problématique de cette thése a été 1’étude de la quantification
lipidigue par SRM et IRM in vivo. Nous avons vu au cours de ce manuscrit que la
quantification lipidique pouvait prendre plusieurs formes. Nous pouvons étudier les différents
dépots des tissus adipeux - lieu dédié pour le stockage des graisses - ou encore le foie -
accumulation ectopique de la graisse. Plusieurs paramétres ont alors émergé : le volume, la
fraction de graisse et la composition lipidique. Au cours des travaux de cette these nous avons
donc da faire face a des problématiques liées a 1’estimation paramétrique et se poser les
questions suivantes : est-ce que nous mesurons avec précision ce que nous souhaitons
mesurer ? Est-ce que nos mesures sont répétables ? Est-ce qu’a partir de ces parameétres, nous
pouvons analyser des modifications qui seraient liées aux changements métaboliques ? Dans
le cadre d’une étude longitudinale, ou il est recherché 1’observation fiable des évolutions des
données acquises d’un instant t1 a un instant t2, il était nécessaire de réduire au maximum la

variabilité de I’estimation des parametres.

Pour le traitement du signal de spectroscopie, des études comme celle de Mosconi et
al. (Mosconi et al. 2014) ont montré que I’estimation finale de la composition lipidique
pouvait varier de fagcon importante selon la méthode utilisée (AMARES, LCModel, QUEST
...). Cependant, ces études ne s’étaient pas interrogées sur ’impact de la fonction modele
utilisée ou encore de son implémentation. Notamment, dans le cas de I’étude du spectre RMN
des lipides, il est vite possible d’étre confronté a un probléme mal posé. Nous avons montré
dans le chapitre 2 que I’utilisation de modele de plus en plus complexe pour I’estimation
paramétrique de la composition lipidique n’était pas la meilleure solution. Cette pratique est
pourtant utilisée dans plusieurs articles (Hamilton et al. 2017), avec par exemple plusieurs
pics de résonance utilisés pour décrire la résonance du méthyléne. Dans le cas des lipides, la
fonction modele peut étre adaptée a I’objet étudié comme ici les chaines de triglycérides.
Ainsi, I'utilisation d’une fonction modele simplifiée avec une implémentation spécifique qui
permet de réduire le nombre de parametres a estimer apparait, d’apres nos résultats, étre une
solution pertinente pour 1’étude des spectres in vivo. Cette méthode peut pourtant apparaitre
contre-intuitive et déstabilisante pour la communauté orientée « spectroscopie RMN », car la
méthode ne s’emploie pas a modéliser parfaitement le signal acquis mais plutdt a trouver de

fagon robuste les paramétres d’intérét. Les estimations les plus communément réalisées
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jusqu’ici étaient basées sur le calcul des amplitudes des différentes résonances lipidiques, puis
des rapports de ces amplitudes étaient faits afin d’avoir la composition lipidique. Plusieurs
rapports d’amplitudes ont été proposés ces derniéres années sans consensus en la matiére
(Zancanaro et al. 1994; Ren et al. 2008; Corbin et al. 2009). Ces différentes definitions
pouvant notamment conduire a des résultats différents comme montré dans la these
d’Amandine Coum (Université de Rennes 1, 2015). Fondés sur des travaux réalisés sur des
spectres en haute résolution (HR-MAS), Hamilton, Yokoo, et al. (2011) ont décrit le signal
lipidique a partir de nouveaux parametres liés a la structure de la chaine de triglyceéride tels
que le nombre moyen de double liaison par triglyceride (ndb), le nombre moyen de méthyléene
interrompant des doubles liaisons (nmidb) et la longueur de chaine moyenne (CL). L’ imagerie
quantitative s’est alors basée sur ces paramétres pour définir un modéle simplifié applicable a
I’IRM (Bydder, Girard, et Hamilton 2011; Peterson et Mansson 2013; Benjamin Leporq et al.
2014). Dans ce manuscrit, nous avons donc montré que 1’utilisation d’un mod¢le similaire
constituait une solution valable avec de faibles variabilités des résultats et suffisamment de
sensibilité pour refléter correctement la composition lipidique - mais avec comme conte-

partie- un possible biais de mesure qui dépend des a priori utilisés.

Par la suite, a partir de 1’étude du tissu adipeux, nous avons montré que la technique
d’imagerie quantitative utilisée dans cette thése permet d’avoir acces a plusieurs parametres
quantitatifs. La séquence basée sur une séquence multi-écho de gradient (Benjamin Leporq et
al. 2014) a I’avantage d’étre disponible sur la majorité des imageurs cliniques. L’acquisition
en 3D des tissus permet de les segmenter pour en déduire le volume. Le sous-échantillonnage
temporel fondé sur I’écart de phase entre la résonance de 1’eau et la résonance principale de la
graisse associé a un traitement post-acquisition adapté permet, dans un premier temps,
d’estimer la proportion de graisse par rapport a 1’eau et dans un second temps d’évaluer la
composition lipidique. Les résultats d’IRM étaient, a notre connaissance, pour la premiére
fois comparés aux mesures de chromatographie en phase gazeuse chez 1’humain. Ici nous
avons principalement étudié le tissu adipeux, cependant cette technique peut étre aussi
appliquée sur d’autres organes comme le foie pour I’étude des stéatoses non-alcoolique
(Leporqg et al. 2016), sur les graisses de la moelle osseuse pour voir, par exemple, une
éventuelle modification lipidique au moment de la ménopause (Martel et al. 2018). S’il avait
déja été¢ démontré que 'IRM permettait de mesurer les volumes des tissus adipeux lors de
régimes alimentaires spécifiques (Erlingsson et al. 2009) et de mesurer le contenu en graisse

dans des dépéts ectopiques comme le foie, le pancreas et les muscles, la valeur ajoutée de
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cette thése est qu’il est aussi possible a présent d’avoir des parameétres quantitatifs liés a la

composition des chaines triglycérides (ndb et nmidb).

Dans le chapitre 4, nous avons décrit une méthode SRM et ISRM pour quantifier les
omégas-3. A notre connaissance, nous sommes les seuls & avoir utiliseé une sequence EPSI
pour la détection et la quantification d’omégas-3. Les résultats dans ce chapitre sont
suffisamment encourageants pour pouvoir envisager des tests in vivo chez la souris.
L’implémentation de la séquence EPSI permet d’obtenir des espacements entre échos plus
petit qu’en multi-écho de gradient. Cette séquence est alors une bonne alternative pour
adapter les méthodes developpées dans le chapitre 3 a plus haut champs magnétique. Enfin le
chapitre 4 montre que le spectre fréquentiel a encore un intérét. Notamment, il pourrait aussi
étre envisagé d’utiliser I’imagerie spectroscopique EPSI pour I’étude du contenu lipidique des
muscles (déja réalisée en PRESS MRSI (X. Li et al. 2008)). En effet, il existe une différence
fréquentielle subtile entre les lipides intra-myocyte et extra myocyte, dans ce cas-la un spectre
« résolu » est nécessaire pour pouvoir les distinguer. Actuellement, seule la SRM permet de
différentier ce contenu lipidique. L’imagerie spectroscopique présente cependant des
contraintes liées au temps d’acquisition. Des stratégies de sous-échantillonnage pourraient

alors étre une solution (Lam et al. 2016; Karkouri et al. 2017).

A Tissue de cette thése, nous pouvons entrevoir plusieurs perspectives et axes de
recherche pour la quantification lipidique. Dans le chapitre 2, nous avons montré que
I’utilisation d’un modele simplifié fondé sur la structure d’une chaine de triglycéride était une
solution valable. Cependant, cette méthode est limitée par 1’utilisation d’une relation entre
ndb et nmidb qui contraint les résultats a des solutions reflétant au mieux les valeurs in vivo
du tissu adipeux. Cette relation est empirique (Bydder, Girard, et Hamilton 2011) et peut étre
remise en cause, ne fonctionnant pas pour déterminer la composition lipidique des huiles par
exemple. Une méthode prometteuse pour la création d’un modéle prédictif (sans contrainte
empirique) serait I’utilisation de 1’apprentissage automatique sur les spectres. Cette méthode
fait actuellement 1’objet de recherche au sein du laboratoire CREATIS avec une application
sur le spectre cérébral (Hatami, Sdika, et Ratiney 2018). Cependant, I’utilisation d’une telle
méthode nécessite la mise en place d’une base d’apprentissage et d’une base de test avec des
spectres calibrés qui soit suffisamment diversifiés pour que le modele prédictif soit robuste.
Dans le chapitre 3, nous avons montré que I’IRM (CSE-MRI) permettait de remonter a la
composition lipidique et que cette derniere était corrélée aux résultats de chromatographie en

phase gazeuse. L’avantage de cette methode réside dans le fait que la mesure moyenne est
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réalisée sur tout le volume étudié minimisant 1’effet des valeurs aberrantes. A I’heure actuelle,
tout le traitement post-acquisition se fait en dehors de la console de I’'IRM et n’est pas
applicable en temps réel (plusieurs heures de traitement pour un traiter un volume 3D
d’images). A ce titre, pour 1’étude localisée, le spectre SRM peut permettre une inspection
visuelle simple et rapide des différentes résonances qui doit cependant étre réalisée par un
spécialiste. La séquence CSE-MRI utilisée ici est faite en apnée (~20s), ce qui peut étre aussi
une limite. Avec une limitation de temps d’acquisition moins restrictive, la résolution spatiale
pourrait étre améliorée et permettrait la distinction entre tissu adipeux sous-cutané superficiel
et profond. Une solution pourrait étre I’utilisation d’un encodage radial comme présenté dans
de récent travaux (Armstrong et al. 2018) qui permet de faire une acquisition en respiration
libre mais qui demande alors des corrections du mouvement. La combinaison d’encodage
radial et de la calibration adaptative des gradients sont des perspectives d’intérét (Schneider et
al. 2018).
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